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1
1Einleitung
1.1SauerstoffhomöostaseundHypoxie
Fürh ö hereOrganismenisteslebensnotwendig,einenkonstantenSauerstoffpartialdruckin
allenGewebenaufrechtzuerhalten.Sowohldasrespirativealsauchdaskardiovaskuläre
Systemsinddaranbeteiligt,dasGewebemitdembenötigtenSauerstoffzuversorgen.Auch
dieZellenselbstinduzierenbeiVeränderungendes O 2 -Drucksverschiedeneadaptive
Mechanismen,umeineoptimaleSauerstoffversorgungzugewährleisten(Guilleminund
Krasnow1997).SauerstoffdientalsElektronenakzeptorimRahmendermitochondrialen
oxidativenPhosphorylierungundbeivielenanderenorganischenundanorganischen
Reaktionen.DieEigenschaft,Metabolitenzuoxidieren,dientdabeioftderUmwandlungin
Energie,insbesondereinATP.Allerdingsf ü hrtderVorgangderElektronenübertragungauch
zurBildunghochreaktiverZwischenprodukte,SauerstoffradikalenoderROS ( reactive
oxygenspecies).ROSwiederumk ö nnenMolekülewie Lipide,ProteineoderNukleinsäurenin
derUmgebungoxidieren.DieserProzesswirdoxidativerStressgenannt.
Hypoxieentsteht,wenndasSauerstoffangebotbzw.dieSauerstoffversorgungunterdas
Niveausinkt,dasbenötigtwird,umphysiologische O 2-DrückedesbetreffendenGewebes
aufrechtzuerhalten,d.h.sobaldderSauerstoffbedarfdas-angebot übersteigt.Der
physiologische O 2 -Druck,dervonGewebengewahrtwerdenmuss,istdabeisehr
unterschiedlichundvariiertzwischen90und1mmHgzwischenverschiedenenOrganen,
ohnedassdasjeweiligeGewebebeeinträchtigtwird(Leniger-Follert,Lubbers etal. 1975).
SinktderSauerstoff-PartialdruckallerdingsuntereinenkritischenWertimbetroffenen
Gewebe,sowerdenverschiedeneadaptiveMechanismenaktiviert.
1.2Hypoxie-induzierbareFaktoren,HIF
EineAdaptionaneineVerminderungdesvorhandenenSauerstoffsfindetimOrganismus
sowohlauforganischeralsauchaufgenetischerEbenestatt.DieForschungderletztenJahre
hatgezeigt,dassHypoxie-induzierteGenexpression insbesonderevonzwei
Transkriptionsfaktoren,HIF (hypoxiainduciblefactor)-1 und-2 ,gesteuertwird(Review:
Semenza1999).DieAktivierungvonHIFisteinmehrstufigerProzess,derdieTranslokation
desProteinsindenZellkern,eineHeterodimerisierung,transkriptionelleAktivierungunddie1Einleitung
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InteraktionmitanderenProteinenbeinhaltet.EinigedieserSchrittewerdenauch O 2 -
unabhängigreguliert,dersauerstoffabhängigeproteosomaleAbbauvonHIF- istjedochder
zentraleProzess(Huang,Arany etal. 1996;SalcedaundCaro1997).
DasHIF-HeterodimerbestehtauszweiUntereinheiten:einer -Untereinheit,dieabhängig
vom O 2-Partialdruckstabilisiertwird,undeinersauerstoffunabhängigen -Untereinheit.Es
gibtdabeimehrereHIF- -Untereinheiten,diehoheHomologienaufweisen:HIF-1 (Wang
undSemenza1995),HIF-2 (Tian,McKnight etal. 1997)sowiedasverkürzteund
inhibitorischwirkendeHIF-3 (Hara,Hamada etal. 2001).HIF-1 undHIF-2 unterscheiden
sichinihrenExpressionsmusternimGewebe(Wiesener,Seyfarth etal. 2002)undteilweise
auchindenvonihnenaktivierten Targetgenen(Wiesener, Turley etal. 1998;Hu,Wang etal.
2003;Sowter,Raval etal. 2003).DasHIF-1 -Proteinbestehtaus824Aminosäuren(120
kDa),HIF-2 aus870Aminosäuren(112kDa).DiebeidenProteineweiseneine48%ige
Homologieauf.DieHIF-1 -Untereinheit,auchARNT (arylhydrocarbonreceptornuclear
translocator)genannt,istca.91kDaschwer.
HIF- undHIF-1 habenzweiProteindomänengemeinsam:einebHLH-Domäne (basichelix-
loop-helix)undeinePAS-Domäne(benanntnachdenerstenProteinen,indenendiesesMotiv
beschriebenwurde,PER,ARNTundSIM).DiebasischeDomäneundderC-terminaleAnteil
vonPASsindnotwendigf ü rdieDNA-BindungvonHIF- ,w ä hrenddieHLH-Domäneund
derN-terminaleAnteildesProteinsanderDimerbildungmitHIF-1 beteiligt sind.
DieHIF- -Proteineenthaltenzwei Transaktivierungsdomänen(TADs), überdiedieMoleküle
mitverschiedenenKoaktivatoreninteragieren.DieRegulationderHIF- -Proteinmenge
erfolgt übereinevom O 2-PartialdruckabhängigeStabilisierungdesProteins.DasMolekül
enthälteinesogenannteODD-Domäne (oxygendependentdegradationdomain),dieeine
RegulationderProteinstabilitätinAbhängigkeitvonderumgebendenSauerstoffkonzentration
vermittelt.UnternormoxischenBedingungenwirddasProteindurchdieProlyl-4-
hydroxylasen(PHDs)enzymatischmodifiziert.DieseEnzymehydroxylierenzweispezifische
ProlylresteinderODD-DomänevonHIF- (Pro
402 undPro
564 inHIF-1 bzw.Pro
405 und
Pro
531 inHIF-2 )inAbhängigkeitvon2-Oxoglutarat,EisenundAscorbat(Jaakkola,Mole et
al. 2001;Ivan,Kondo etal. 2001).DiehydroxylierteODD-DomänewirdvonpVHL(VHL=
vonHippel-Lindau),einerE3-Ubiquitin-Ligase,erkannt.pVHLvermitteltdannzusammen
mitElonginBundCdieUbiquitinierungundDegradationvonHIF(Maxwell,Wiesener etal.1Einleitung
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1999;Srinivas,Zhu etal. 1999;Cockman,Masson etal. 2000;Review:KimundKaelin
2003).
EinedritteHydroxylierungsstellebefindetsichinderC-terminalenTransaktivierungsdomäne
vonHIF- .EineHydroxylierungdesAsparagylrestsAsn
803 (HIF-1 )bzw.Asn
851 (HIF-2 )
durchdasEnzymFIH (factorinhibitingHIF)f ü hrtzueinersterischenInhibitionderInter-
aktionzwischenHIF- unddemKoaktivator-KomplexCBP/p300(Freedman,Sun etal.
2002;Lando,Peet etal. 2002).DesWeiterenwirdHIF-1 aneinemLysinrestinnerhalbder
ODD-DomänedurchdieAcetyltransferaseARD1 ( arrestdefectiveprotein 1 )modifiziert.
DadurchwirddietranskriptionelleAktivierunginhibiertundebenfallsdieDegradationdes
Proteinsinduziert(Jeong,Bae etal. 2002).EineneuereStudiekonntediesenBefundjedoch
nichtbestätigen(Bilton,Mazure etal. 2005).
1.3GenregulationdurchHIF
UnterhypoxischenBedingungenistaufgrundeinervermindertenHydroxylierungund
UbiquitinierungderproteosomaleAbbauvonHIFstarkreduziert,sodassdieProteinmenge
ansteigt.HIF- wirdstabilisiertundakkumuliertimZellkern.Dortbindetdie -Untereinheit
andie -Untereinheit.DiesesHeterodimerrekrutiertdannunteranderemKoaktivatorenwie
p300/CBPundRef-1undbindetaneinespezifischeZielsequenzimPromotor,das Hypoxia-
A B
C
Abb. 1
RegulationvonHIFunterNormoxieundHypoxie
(A)Regulationsschema.(BundC)Glioblastom-ZelllinieG142:ImmunhistochemischeF ä rbungvonHIF-1
nachInkubationunter(B)Normoxie(21% O2)bzw.(C)Hypoxie(1% O2)f ü r18h;40facheVergrößerung.1Einleitung
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responsiveelement oderHRE.DieseSequenzbefindetsichimPromotoroderin Enhancer-
RegionenvonHypoxie-induzierbarenGenenundbeinhalteteinkonserviertesRCGTG-Motif
(Imagawa,Goldberg etal. 1991;Tian,McKnight etal. 1997).EineBindungvonHIFandie
HRE-Regionf ü hrtzueinerAktivierungderExpressiondesbetreffendenGens(Jiang,Rue et
al. 1996).
DieAnpassungdesMetabolismusaneinenerniedrigten pO2 findetaufzweiWegenstatt:HIF
erhöhteinerseitsdie O 2-Versorgung überdasBlutgefäßsystemdurcheineAktivierungvon
Genen,dieunterandereminderAngiogenese ( VEGF, VEGFR1/Flt-1, Ang-2, Tie-2),
Erythropoese ( EPO)unddemEisenstoffwechsel(Transferrin,Transferrin-Rezeptor)eine
Rollespielen(Review:AckerundPlate2002).Andererseitsfindeteinemetabolische
Anpassungstatt:HIFinduziertdieExpressionvonGlucose-Transportern (GLUT-1 (Glucose-
Transporter-1) undglycolytischen Enzymen,sodassderFlussvonGlucosezuPyruvaterhöht
wird.PDK1 ( PyruvatDehydrogenase-Kinase)wirdebenfallsdurchHIFinduziertund
inhibiertunterHypoxiediePyruvat-Dehydrogenase,sodassdieUmwandlungvonPyruvatin
Acetyl-CoAverhindertwird.DarüberhinauswirdPyruvatwirddurchLDH-A ( Lactate
dehydrogenase),ebenfallseinHIF-Targetgen,inLactatumgewandelt.Dadurchstehtweniger
PyruvatzurVerfügung,sodassderTricarbonsäure-Zyklusinhibiertundsomitweniger
Sauerstoffbenötigtwird(Kim,Tchernyshyov etal. 2006;Papandreou,Cairns etal. 2006).
DarüberhinausreguliertHIFGene,diebeiEntzündungsreaktionen (COX; Cyclooxygenase),
Zellproliferation ( IGF-2 und TGF- )undApoptosesowieZellmigration ( CXCR4;Staller,
Sulitkova etal. 2003)eineRollespielen.
1.4Prolylhydroxylasen
DieEnzymgruppederProlylhydroxylasenbestehtausbishervierbeschriebenenIsoformen,
PHD1-4(BruickundMcKnight2001;Epstein,Gleadle etal. 2001;Oehme, Ellinghaus etal.
2002),dieHIF- anspezifischenProlylrestenhydroxylierenunddamitdenproteosomalen
AbbauunterNormoxieinitiieren.
DiePHDssindeinEisen-und2-Oxoglutarat-abhängigesEnzymsysteminderFamilieder
Dioxygenasen.Siebenötigenf ü rihreFunktiondesWeiterenAscorbatundmolekularen
SauerstoffundgeltendeshalbunteranderemalsSauerstoffsensoreninderZelle(Review:
AckerundAcker2004).DieProlylhydroxylasenhabeneinenhohen Km-Wertf ü rSauerstoff1Einleitung
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(230-250 µM),dersogar überdematmosphärischenSauerstoffdruckliegt,sodassihre
Aktivität übereineweiteSpannevonSauerstoffkonzentrationenreguliertwerdenkann
(Hirsila,Koivunen etal. 2003).DerKofaktorAscorbatwirktvermutlichalsReduktionsmittel
fürEisen,dasimzweiwertigenZustandandasEnzymbindet(Knowles,Raval etal. 2003).
NachderHydroxylierungderZielproteinewerdenSuccinatundCO2 frei(Schofieldund
Zhang1999).
DieverschiedenenProlylhydroxylasenweiseneineunterschiedlichezelluläreLokalisation
(Metzen,Berchner-Pfannschmidt etal. 2003)undAktivitätgegenüberHIFauf.Sohabendie
IsoformenunterschiedlichhoheHydroxylierungs-Aktivitäten(Huang,Zhao etal. 2002;
Berra,Benizri etal. 2003;Tuckerman,Zhao etal. 2004),undunterschiedlicheAffinitäten
gegenüberHIF(Chan,Sutphin etal. 2005).
DieExpressionderPHDswirdaufmehrfacheWeisereguliert:DiePHD2-undPHD3-
ExpressionistHypoxie-induziert(Berra,Richard etal. 2001;delPeso,Castellanos etal.
2003;Berra,Benizri etal. 2003)undsomit TeileinesnegativenFeedback-Mechanismus, über
welchenHIF- reguliertwird.In Knock-down-Experimentenkonntegezeigtwerden,dassdie
ExpressionvonPHD2undPHD3darüberhinausdurchHIFreguliertwird(Aprelikova,
Chandramouli etal. 2004;Marxsen,Stengel etal. 2004).EinweitererRegulations-
mechanismusistdieHypoxie-induzierteDegradationderPHDs überSiah1und2,spezifische
E3-Ligasen.DieserMechanismusistHIF-unabhängig(Nakayama,Frew etal. 2004).
AußerdemwirdinderLiteraturdieAktivierungundRegulation überverschiedene
Wachstumsfaktoren,Hormoneund secondmessenger beschrieben(Review:Berra,Ginouves
etal. 2006).EineInhibitionderProlylhydroxylasenistdurch Übergangsmetalle,
Eisenchelatoren,2-Oxoglutarat-Analoga(Epstein,Gleadle etal. 2001;Jaakkola,Mole etal.
2001;Ivan,Kondo etal. 2001)undStickstoffmonoxid(NO)(Kimura,Weisz etal. 2000;
Sandau,Zhou etal. 2001;Metzen,Zhou etal. 2003)m ö glich.Diesf ü hrtzueiner
StabilisierungvonHIFunternormoxischenBedingungen.
1.5SauerstoffradikaleundHIF
DarüberhinausspielenSauerstoffradikale(ROS)einewichtigeRolleinderRegulationvon
HIF.ROSentstehenalsNebenprodukteindermitochondrialenAtmungsketteundbeianderen
Prozessen,beidenenmolekularerSauerstoffmetabolisiertwird.SosindauchdieNADPH-1Einleitung
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Oxidasen,dieXanthin-Oxidase,Glukose-Oxidase,LipoxygenaseundCyclooxygenase
wichtigeProduzentenvonSauerstoffradikaleninderZelle.Durchdie Übertragungeines
ElektronsaufmolekularenSauerstoffentstehenSuperoxid-Anionen(O2
•-).Diesetragendann
zurBildungweitererSauerstoffspezieswieWasserstoffperoxid(H2O2),Hydroxylradikale
(
•OH)oderPeroxynitrit(ONOO
-)bei.Dabeiist H 2O 2 ansicheinwenigreaktives,kleines,
ungeladenesMolekül,dasMembranbarrierendurchquerenundindenZellkerndiffundieren
kann. H 2 O 2 reagiertallerdingsmitzweiwertigemEiseninderFenton-Reaktionzu
HydroxylradikalenunddreiwertigemEisen(Fe
2+ + H 2O 2 Fe
3+ +
•OH+OH
-)(Review:
KamataundHirata1999).
EsgibteineVielzahlvonUntersuchungenzurRollevonROSinderRegulationvonHIF.Es
istdabeiumstritten,obdieBildungvonROSunterHypoxieimVergleichzurNormoxie
erhöht(Chandel,Maltepe etal. 1998;Chandel,McClintock etal. 2000;BelAiba,Djordjevic
etal. 2004;Goyal,Weissmann etal. 2004;Mansfield,Guzy etal. 2005)oderreduziertist
(Fandrey,Frede etal. 1994; Lee,Bender etal. 2001;Srinivas,Leshchinsky etal. 2001;Vaux,
Metzen etal. 2001;Searle,Hartness etal. 2002;Liu,Berchner-Pfannschmidt etal. 2004;
Callapina,Zhou etal. 2005).DieseunterschiedlichenErgebnissescheinenteilweiseaufdie
UnterschiedeindenuntersuchtenZelltypenzurückzuführensein:InkontraktilenZellenund
Geweben,dieeinehoheMitochondrien-Dichteaufweisen,scheintdieROS-Produktionunter
HypoxieeheranzusteigenalsbeispielsweiseinEndothelzellen(Review:White2006).
InverschiedenenStudienwurdeeineStabilisierungvonHIFunterNormoxienacheiner
VerminderungvonROSimMedium(u.a.Gorlach,Berchner-Pfannschmidt etal. 2003;
Wartenberg,Ling etal. 2003;Liu,Berchner-Pfannschmidt etal. 2004)undeinereduzierte
HIF-ExpressionunterHypoxienachErhöhungvonROS(Fandrey,Frede etal. 1994;Huang,
Arany etal. 1996;Fandrey,Frede etal. 1997;Wiesener, Turley etal. 1998;Wartenberg, Ling
etal. 2003)beschrieben.DiskutiertwirdhiereinModell,indemdieNADPH-Oxidasein
direkterAbhängigkeitvomintrazellulären pO2 alsHauptproduzentvonROSimMittelpunkt
steht.SozeigtenHaddadundLand(2001)undGorlach,Berchner-Pfannschmidt etal. (2003),
dasseineAktivierungderNADPH-OxidasezueinerDestabilisierungvonHIFf ü hrt.
Wartenberg,Hoffmann etal. (2005)zeigten,dasseine ÜberexpressionderNADPH-Oxidase
NOX1zueinerZunahmeanintrazellulärenROSundzueinemAbbauvonHIFunterHypoxie
führt.Eskonnteaußerdemgezeigtwerden,dasseineInkubationmitNADPH-Oxidase-
InhibitorenzueinerStabilisierungvonHIFf ü hrt(Yang,Zhang etal. 2003;Wartenberg,1Einleitung
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Hoffmann etal. 2005).Liu,Berchner-Pfannschmidt etal. (2004)zeigtendarüberhinaus,dass
dieProduktionvon
•OH-Radikalen überdieFenton-Reaktionimendoplasmatischen
RetikulumzumAbbauvonHIFunterNormoxiebeiträgt.
Konträrdazuwirddiskutiert,dassunterHypoxiedermitochondrialeKomplexIIIals
HauptquellevonROSanderStabilisierungvonHIFbeteiligtist(Chandel,Maltepe etal.
1998;Chandel,McClintock etal. 2000).DemModelldes „mitochondrialenSauerstoff-
sensors“ liegtzugrunde,dassdurchdiemitochondrialeAtmungsketteunterHypoxieROS
produziertwerden,dieals secondmessenger aufdieHIF-Stabilitätwirken.AlsEvidenzf ü r
diesesModellwerdenBeobachtungenangeführt,nachdeneneineBlockadederZellatmung
durcheinespezifischeInhibitionderMitochondrienoderZerstörungdermitochondrialen
DNA(wieinsogenannten 0-Zellen)zuDefekteninderSauerstoff-Detektion(unddamitzu
einerStabilisierungvonHIF)f ü hrt(Chandel,Maltepe etal. 1998;Chandel,McClintock etal.
2000;Schroedl,McClintock etal. 2002).DieseBeobachtungwirdjedochvonanderen
Gruppenwiderlegt,diekeineVeränderungderHIF-StabilitätnachInhibitionderElektronen-
transportkettenachweisenkonnten(Lee,Bender etal. 2001;Srinivas,Leshchinsky etal.
2001;Vaux,Metzen etal. 2001;Searle,Hartness etal. 2002;Enomoto,Koshikawa etal.
2002).Hagen,Taylor etal. (2003)zeigtenindiesemZusammenhang,dasseineInhibitionder
mitochondrialenAtmungskettedurchNOzueinerUmverteilungdesintrazellulären
Sauerstoffsf ü hrtundsomitdieProlylhydroxylasenaktiviertundHIFabgebautwird.
Zusammenfassendkannfestgestelltwerden,dassdieRollevonSauerstoffradikaleninder
RegulationvonHIFinderLiteraturkontroversdiskutiertwird.DieseRollescheintauch
davonabhängigzusein,obessichumeineUntersuchungvonnormoxischen,hypoxischen
oderWachstumsfaktor-vermitteltenSignalwegenhandelt.DadieHIF-Stabilitätunteranderem
durchdieProlylhydroxylasenreguliertwird,ergibtsichdieFrage,obundwieROSzur
AktivierungderProlylhydroxylasen – seiesdirektoderindirekt übereinenEinflussauf
Kofaktoren – führen.DieseFragestellungwurdeimRahmendieserArbeitn ä herbeleuchtet.
1.6HypoxieundTumorgenese
HypoxischeZuständeimGewebesindtypischf ü reineVielzahlvonErkrankungenwie
Herzinfarkt,Schlaganfall,chronischevaskuläreErkrankungen,Lungenerkrankungenund
Tumore.SoistinderMehrzahluntersuchtermenschlicherTumoreeinerniedrigter O 2 -1Einleitung
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PartialdruckimVergleichzugesundemGewebedesentsprechendenOrgansgezeigtworden
(Vaupel,Kallinowski etal. 1989;BrownundGiaccia1998).Tumorhypoxieentstehtdurch
dasabnormeWachstumvonneoplastischemGewebe,waszueinemerhöhtenBedarfan
SauerstoffundN ä hrstoffenf ü hrt.DerGradanHypoxieimTumorgehteinhermiteinem
aggressiverenundstärkermetastasierendenPhänotyp(Brizel,Scully etal. 1996;Hockelund
Vaupel2001)sowieeinererhöhtenResistenzgegenüberStrahlen-undChemotherapie
(Unruh,Ressel etal. 2003;Moeller,Dreher etal. 2005).DesWeiterenkonntemaneine
KorrelationzwischenderHIF-Expressionin Tumorenundder Tumorprogressionbeobachten,
d.h.mitzunehmendemMalignitätsgradwarenerhöhteHIF-Expressionsspiegelzufinden
(Elson,Ryan etal. 2000).HistologischeBefundezeigeneineHochregulationvonHIF-1 in
verschiedenenTumoren(OvarialkarzinomundOesophagealkarzinom,Darm-,Brust-und
Hautkrebs)(Maxwell,Dachs etal. 1997;Zhong,DeMarzo etal. 1999)sowieeineerhöhte
ExpressionvonHIF-2 inNierenzellkarzinomen(Krieg,Haas etal. 2000).DasAuftreten
hypoxischerRegionenimTumorgewebeistausschlaggebendf ü rdieBildungneuer
Blutgefäße(Angiogenese)undf ü hrtsomitzueinerbesserenVersorgungundAnpassungdes
TumorsandieUmgebung(HanahanundFolkman1996).DieserMechanismuswirdinduziert
durchverschiedeneMoleküle,insbesondereVEGF,den Vascular EndothelialGrowthFactor,
einesderHIF-Targetgene.EineVielzahlvonweiterenGenen,dieinZusammenhangmitder
AdaptionaneinehypoxischeUmgebungstehenundalsHIF-Targetgeneidentifiziertwurden,
wiez.B.Genedes Energiestoffwechsels(Glucosetransporterundglykolytische Enzyme)und
derpH-Regulation ( CAIX; CarbonicAnhydraseIX),wurdenebenfallsinTumoren
nachgewiesen.
NebenderInduktionvonHIFdurchHypoxiewurdenauchandereMechanismenidentifiziert,
diedieExpressionundTransaktivierungsaktivitätvonHIFbeeinflussen.Mutationenin VHL
resultierenineinerkonstitutivenAktivierungvonHIFundsomitHIF-Targetgenenundsind
wohlursächlichf ü rdenbeobachtetenvaskulärenPhänotypVHL-assoziierterTumorewie
HämangioblastomeundklarzelligeNierenzellkarzinome(Blagosklonny2001).Die
InaktivierungvonTumorsuppressorgenenwie p53 und PTEN (An,Kanekal etal. 1998;
Zundel,Schindler etal. 2000)oderdieAktivierungvonOnkogenenwie V-SRC (Jiang,Agani
etal. 1997)und RAS (Chen,Pore etal. 2001)sowiedieAktivierungverschiedener
Wachstumsfaktor-Signaltransduktionswege(EGF,PDGF,Insulin,IGF)f ü hrenzueinem
AnstiegderHIF-Aktivität(Zelzer,Levy etal. 1998,Feldser,Agani etal. 1999; Zhong,Chiles1Einleitung
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etal. 2000;Richard,Berra etal. 2000).Auchdiep42/p44MAPKphosphoryliertHIFund
aktiviertHIF-Targetgene(Berra, Milanini etal. 2000).
Interessanterweisef ü hrtdieAktivierungvonHIFabernebendenbeschriebenen
Mechanismen,diezueinemerhöhtenWachstumundeinerverbessertenAnpassungvon
TumorzellenandiehypoxischeMikroumgebungf ü hren,auchzurInduktionvon Targetgenen,
diesichnegativaufdasTumorwachstumauswirken,soz.B.durchInduktionvonApoptose,
diedurchdieAktivierungvon p53 (Graeber,Osmanian etal. 1996;Carmeliet,Dor etal.
1998)oderproapoptotischenMitgliedernder bcl-2-Familiewie BNIX oder BNIP-3 (Sowter,
Ratcliffe etal. 2001)hervorgerufenwerdenkann.Darüberhinauswurdegezeigt,dassHIF-
1 -bzw.HIF-2 -ÜberexpressioninTumorenzueinerWachstumsverlangsamungf ü hrenund
HIFauchalsTumorsuppressoragierenkann(Blancher,Moore etal. 2000;Acker,Diez-Juan
etal. 2005).Somitk ö nntedasResultateinergenerellenHIF-Signalwegs-Inhibitionvonder
BalancezwischenHIF-abhängigentumorförderndenundtumorhemmendenMechanismen
innerhalbdesTumorsabhängenunddaherunterschiedlichausfallen.InderTatscheinendie
bisherbeschriebenen Therapieansätzediese Thesezuunterstützen.Sowurdeinverschiedenen
StudiennachBlockierungvonHIFeineReduktiondesTumorwachstumsbeschrieben
(Maxwell,Dachs etal. 1997;Ryan,Poloni etal. 2000).ImGegensatzhierzuzeigteeine
Studie,dassHIF-1 -defizienteTumorenaufgrundeinerReduktionderHypoxie-vermittelten
ApoptoseeineerhöhteWachstumsrateaufweisen(Carmeliet,Dor etal. 1998).
1.7UntersuchungenindieserArbeit
ImRahmendieserArbeitwurdenzweiAspektederHypoxie-induziertenGenexpressionn ä her
untersucht:zumeinendieanderRegulationvonHIFdurchdiePHDsbeteiligten
Mechanismen,zumanderendieRollevonHypoxieundHIFbeiTumorwachstumund
-angiogenese.DasGlioblastomwurdealsModellsystemgewählt,dadasperinekrotischeHIF-
ExpressionsmusterHypoxiealswichtigenRegulatorderHIF-InduktionindiesemTumor
nahelegt.DieArbeitwurdemitverschiedenenausPatientenmaterialetabliertenGlioblastom-
Zellliniendurchgeführt.
UntersuchungenzurRollevonSauerstoffradikaleninderRegulationvonHIF
HinsichtlichderRegulationvonHIFwurdeinersterLiniedieRollevonSauerstoffradikalen
untersucht.DabeiwarderEinflussvonSauerstoffradikalenaufdieProlylhydroxylasenvon
besonderemInteresse,dahierbisherkeindirekterZusammenhanggezeigtwurde.Umden1Einleitung
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dieserHIF-RegulationdurchROSzuGrundeliegendenMechanismuszubeleuchten,wurden
verschiedeneMethodengenutzt:ZumeinenwurdengenetischeModelle,d.h.Zellenoder
Vektoren,indenenbestimmteanderHIF-RegulationbeteiligteFaktorenwieVHLoderdie
PHD-Bindungsstellendefektsind,eingesetzt.ZumanderenkonntedieRegulationvonHIF
durchROSauchdurchdieBehandlungmitPHD-Inhibitorensowie übereineVeränderung
desRedox-ZustandesderZellebeeinflusstwerden.DamitkonnteeineAbhängigkeitder
ROS-RegulationvondenProlylhydroxylasengezeigtwerden.Darüberhinauswurdeeine
Proteinfamilie – dieFerrireduktasen – identifiziert,diedieseRegulationvermittelnk ö nnte.
UntersuchungenzurRollevonHIFim Tumorwachstum
DieRollevonHIFinTumorwachstumundProgressionsolltemittelseinesinduzierbaren
Systemsuntersuchtwerden.DabeisollteninsbesonderedieEinzelkomponenten,diedurchdas
HIF-Systemaktiviertwerden,weitercharakterisiertwerden,dainAbhängigkeitvonder
BalancezwischendasTumorwachstumf ö rderndenundhemmendenKomponentendesHIF-
SignalwegsmiteinemverlangsamtenoderbeschleunigtenWachstumzurechnenist.
Infolgedessenk ö nntensolcheTumortypenidentifiziertwerden,dievoneinergenerellen
InhibitiondesHIF-Signalwegsprofitierenw ü rden.
FürdieseUntersuchungenwurden HIF-1 , HIF-2 undeineHIF-dominant-negative (HIF-
dn)Mutante,dersowohlbeideTransaktivierungsdomänenalsauchdieDNA-Bindungs-
domänefehlen,ineinemTetracyclin-induzierbarenSystem(Tet-ON-System)indieZellen
eingebracht.AnhanddieserZellensollte invitro und invivo dieRollevonHypoxieundHIF
bei Tumorwachstumund –angiogeneseweiteruntersuchtwerden.2MaterialundMethoden
11
2MaterialundMethoden
2.1BiologischeMaterialien
2.1.1Bakterien
Escherichiacoli DH5 : E.coli-Stamm,enthält recA1-und endA1-Mutationen(Invitrogen,
Carlsbad,CA,U.S.A.),wurdef ü rdiemeistenTransformationenimRahmenvonkleinen
undgroßenPlasmidpräparationenverwendet.
Escherichiacoli TOP10: E.coli-Stamm(Invitrogen,Carlsbad,CA,U.S.A.),wurdezur
TransformationnachKlonierungenmitdemDirectionalTOPO® ExpressionKit
(Invitrogen,Carlsbad,CA,U.S.A.)verwendet.
DieHerstellungchemischkompetenterZellenerfolgtenachSambrook(1989).
2.1.2Humane Zelllinien
G120 humaneGlioblastom-Zelllinie(vonM.Westphal,Hamburg)
G123 humaneGlioblastom-Zelllinie(vonM.Westphal,Hamburg)
G141 humaneGlioblastom-Zelllinie(vonM.Westphal,Hamburg)
G142 humaneGlioblastom-Zelllinie(vonM.Westphal,Hamburg)
G55TL humaneGlioblastom-Zelllinie(vonM.Westphal,Hamburg)
229 humaneGlioblastom-Zelllinie(Diserens,de Tribolet etal. 1981)
U87MG humaneGlioblastom-Zelllinie(PontenundMacintyre1968)
RCC10 humaneNierenzellkarzinom-Zelllinie,VHL-defizient(vonC.Bauer,
Zürich)
RCC10-63 humaneNierenzellkarzinom-Zelllinie,VHLrekonstituiert(Krieg,
Haas etal. 2000)
HUVEC HumaneprimäreEndothelzellen,ausderNabelschnurisoliert (human
umbilicalveinendothelialcells)(ausderAbteilungKardiologiedes
KlinikumsderJ.W.GoetheUniversität)3MaterialundMethoden
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2.1.3Antikörper
Primärantikörper
HIF-1 monoklonalerIgG1 ausMausgegenhumanesHIF-1 (Transduction
#610958,BDBioscience,Erembodegem,Belgien);inderVerdünnung
1:3000imWesternBloteingesetzt,inderImmunohistochemie1:20bis
1:50
HIF-2 polyklonalerIgGausKaninchengegenhumanesHIF-2 (Novus,
Littleton,CO,U.S.A.;NB100-122)inderVerdünnung1:500imWestern
Bloteingesetzt
V5 monoklonalerIgG2a ausMausgegenV5-Tag(Invitrogen,Carlsbad,CA,
U.S.A.);R960-25):inderVerdünnung1:500imWesternBloteingesetzt,
inderImmunohistochemie1:50bis1:200
Flag monoklonalerIgGausMausgegenFlag-Tag(AffinityBioreagents;
Golden,CO,U.S.A.;PA1-984A);inderVerdünnung1:500imWestern
Bloteingesetzt
GFP polyklonalerIgGausKaninchengegenrekombinantesGFP(Abcam,
Cambridge,UK;ab6556)
Sekundärantikörper
Peroxidase-konjugierteZiege-anti-MausIgG(Dianova);imWesternBlot1:2500
eingesetzt
Peroxidase-konjugierteZiege-anti-KaninchenIgG(Dianova);imWesternBlot1:2500
eingesetzt
Alexa-568konjugierteZiege-anti-MausIgG(MolecularProbes,MoBiTec,G ö ttingen);f ü r
Immunhistochemie1:250eingesetzt
Alexa-488konjugierteZiege-anti-MausIgG(MolecularProbes,MoBiTec,G ö ttingen);f ü r
Immunhistochemie1:250eingesetzt2MaterialundMethoden
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2.1.4Oligonukleotide
DieOligonukleotidewurdenvonMWGBiotech(Ebersberg)undSigma-Genosys
(Steinheim)bezogen.
Oligonukleotidef ü r PCR
Angegebenistjeweilsdie Annealingtemperatur TX inderPCR(siehe2.7.1).
Sequenz TX
EGFPfw GTACCCGGGGATCCTCTAG 58°C
HIF-2dn_TRErev TGGTCGGCCTCAGCTTCAGA
hHIF-1 fw CCATTAGAAAGCAGTTCCGC 60°C
hHIF-1 rev TGGGTAGGAGATGGAGATGC
hHIF-2 fw CGAACACACAAGCTCCTCTC 60°C
hHIF-2 rev GTCACCACGGCAATGAAAC
VEGFfw AGCCTTGCCTTGCTGCTCTA 60°C
VEGFrev GTGCTGGCCTTGGTGAGG
CA9fw AAGAAGAGGGCTCCCTGAAG 60°C
CA9rev TAGCGCCAATGACTCTGGTC
Glut-1fw GATTGGCTCCTTCTCTGTGG 60°C
Glut-1rev CAGGATCAGCATCTCAAAGG
LDHfw ACCCAGTTTCCACCATGATT 60°C
LDHrev CCCAAAATGCAAGGAACACT
hHPRTfw CCGGCTCCGTTATGGC 60°C
hHPRTrev GGTCATAACCTGGTTCATCATCA
ß-actinfw GAAACTACCTTCAACTCCATC 58°C
ß-actinrev CGAGGCCAGGATGGAGCCGCC
hHIF-1 _TRErev GGCCTTATCAAGATGCGAACTC 60°C
hHIF-1 _TREhygro
rev
CCGCGATGTCTTCACCTC
CyAsc3fw CTTATGGTTGCTGGCATGG 60°C
CyAsc3rev CACAACAGTGAGGACGAAGG
Cytb561D2fw ACAGGATGAGGATCGTTTCG 60°C
Cytb561D2rev CCAGTCATAGCCGAATAGCC3MaterialundMethoden
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Dcytbfw CGTAAATACGCTTGGCCTTC 60°C
Dcytbrev CCTTAGGACGTTTCCATTGC
Cytb561D1fw TGACATGTGGACTGGTGGTC 60°C
Cytb561D1rev TGGAAATCTGGTGCATGATC
Cytb561fw TACTTTGTGCAGTGGCTG 60°C
Cytb561rev CGGAAAGGAGGAAGATGG
Cytb561Sonde FAM-CGCTACCGCCCACAGCAC-TAMRA
HPRTIIfw CTGGCGTCGTGATTAGTG 60°C
HPRTIIrev CTCGAGGAAGACGTTCAG
HPRTSonde FAM-
CACCCTTTCCAAATCCTCAGCATAATG-
TAMRA
OligonukleotidezurKlonierung
Angegebenistjeweilsdie Annealingtemperatur TX unddieElongationszeit tYinderPCR
(siehe2.7.1).
Sequenz TX tY
(min)
HIF-1 _TOPOfw CACCATGGAGGGCGCCGGCGGC 64°C 2:30
HIF-1 _TOPOrev GTTAACTTGATCCAAAGCTCTGAG
HIF-2 _TOPOfw CACCATGACAGCTGACAAGGAGAAG
A
64°C 2:30
HIF-2 _TOPOrev GGTGGCCTGGTCCAGGGC
HIF-2 dn_TOPOfw CACCATGTGCCGGCGCAGCAAG 58°C 2:30
HIF-2 dn_TOPOrev CGACCGTCCCCTGGGTC
Dcytb_TOPOfw CACCATGGCCATGGAGGGCTACTGG
C
65°C 1:00
Dcytb_TOPOrev CATGGTAGATCTCTGCCCAGCCT
Cytb561D2_TOPOfw CACCATGGCCCTTTCTGCGGAGACCG 63°C 1:00
Cytb561D2_TOPOrev TGGTTGGATCCTCTTGCGGTATAG
Cytb561_TOPOfw CACCATGGAGGGCGGGGCCGCGG 63°C 1:00
Cytb561_TOPOrev CTGGGAGCCGGGGCTATCTCC
Cytb561D1_TOPOfw CACCATGCAGCCCCTGGAGGTAGGTC
TGGTTCCC
63°C 2:302MaterialundMethoden
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Cytb561D1_TOPOrev TCACTGCGGGTCCTGCTGGAGATGAT
CyAsc3_TOPOfw CACCATGGTGTCTGGACGGTTCTACT
TG
67°C 1:00
CyAsc3_TOPOrev TCTGTCGGTCAGGATCCCCGG
Oligonukleotidef ü rdie in-vitro-Mutagenese
Angegebenistjeweilsdie Annealingtemperatur TX unddieElongationszeit tYinderPCR
(siehe2.7.1).
Sequenz TX tY
(min)
HIF-1
sense_N803A-1
GACCAGTTATGATTGTGAAGTTgcAGCTC
CTATACAAGGCAGCAG
55°C 6:00
HIF-1
antisense_N803A-1
CTGCTGCCTTGATTAGGAGCTgcAACTTC
ACAATCATTACTGGTC
HIF-2
sense_N847A-2
ATGACTGTGAGGTggCCGTGCCCGTGCT 55°C 9:00
HIF-2
antisense_N847A-2
CAGCACGGGCACggCCACCTCACAGTCA
T
OligonukleotidezurHerstellungvonsiRNAs
Sequenz
hHIF-1 antisensesiRNA AAAGATAAGTTCTGAACGTCGCCTGTCTC
hHIF-1 sensesiRNA AACGACGTTCAGAACTTATCTCCTGTCTC
simaantisensesiRNA AAGGAGACAGAGATATTCATGCCTGTCTC
simasensesiRNA AACATGAATATCTCTGTCTCCCCTGTCTC
Cytb561antisensesiRNA AAGTATAGCGCATTTGAGCCCCCTGTCTC
Cytb561sensesiRNA AAGGGCTCAAATGCGCTATACCCTGTCTC
Cyb561D2antisensesiRNA AAGCTATACCATGCTACTTCTCCTGTCTC
Cyb561D2sensesiRNA AAAGAAGTAGCATGGTATAGCCCTGTCTC
Cyb561D1antisensesiRNA AAGCCATCCTACTCTTCTCACCCTGTCTC
Cyb561D1sensesiRNA AAGTGAGAAGAGTAGGATGGCCCTGTCTC3MaterialundMethoden
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CybAsc3antisensesiRNA AATGAGAAGCTTTTCTTCAGTCCTGTCTC
CybAsc3sensesiRNA AAACTGAAGAAAAGCTTCTCACCTGTCTC
Cytbred1antisensesiRNA AAATTCTACCATTCTTCATCCCCTGTCTC
Cytbred1sensesiRNA AAGGATGAAGAATGGTAGAATCCTGTCTC
2.1.5VektorenundPlasmide
KommerziellerhältlichePlasmide
pcDNA3 eukaryoterExpressionsvektor;daseingefügteGenstehtunter
derKontrolledesCMV-Promotors;enthälteineAmpicillin-
Resistenz(Invitrogen,Carlsbad,CA,U.S.A.)
pcDNA3.1D/V5-His-
TOPO©
eukaryoterExpressionsvektor;daseingefügteGenstehtunter
derKontrolledesCMV-Promotors;enthältaußerdemeinV5-
EpitopsowieeinPolyhistidin-Tag;enthälteineAmpicillin-
Resistenz(Invitrogen,Carlsbad,CA,U.S.A.)
pTet-ON RegulationsvektorimTet-ON™-System;exprimiertrtTA
(reverse Tet-controlled transactivator);enthälteine
Ampicillin-Resistenz (Clontech, BD Bioscience,
Erembodegem,Belgien)
pTet-tTS enthälteinenTetracyclin-kontrolliertentranskriptionellen
Silencer (tTS),derinAbwesenheitvonDoxycyclinanTRE
bindetunddadurchdieExpressionverhindert,sowieeine
ResistenzgegendasAntibiotikumG418zurSelektionin
eukaryotenZellenundeineAmpicillin-ResistenzzurSelektion
inBakterien(Clontech,BDBioscience,Erembodegem,
Belgien)2MaterialundMethoden
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pTRE2 Response-VektorimTet-ON™-System;enthältein Tet
responseelement (TRE),dasaussiebenKopieneinerSequenz
besteht,dief ü rdie tetOperatorsequence (tetO)codiert,und
dazuf ü hrt,dassdernachfolgendeMinimalpromotor PhCMV*-
1inAbwesenheitvonrTetRinaktivist.DieExpressionvon
Genen,diehinterdemPromotorinseriertsind,wirdsodurch
dasrtTA-Regulationsproteingesteuert.DasPlasmidenthält
eineAmpicillin-ResistenzzurSelektioninBakterien
(Clontech,BDBioscience, Erembodegem,Belgien)
pTRE2hygro wiepTRE2,mitzusätzlicherHygromycin-Resistenzzur
Selektion(Clontech,BDBioscience, Erembodegem,Belgien)
pECFP-C1 kodiertf ü rein enhancedcyanfluorescentvariant des
Aequoreavictoriagreenfluorescentprotein (GFP);enthält
eineResistenzgegenChloramphenicolzurSelektionin
Bakterien(Clontech,BDBioscience, Erembodegem,Belgien)
pTK-Hyg SelektionsplasmidzurKo-TransfektionmitpTRE2,dasf ü r
eineHygromycin-Resistenzkodiert(Clontech,BDBioscience,
Erembodegem,Belgien)
IRATp970D0485D IMAGE-Klon:HumanecDNA-SequenzderCytochromb
reductase1 ( Cytb1)inpCMV-SPORT6(Deutsches
Ressourcenzentrumf ü rGenomforschung(RZPD),Berlin)
HU3_p983F05138D IMAGE-Klon:HumanecDNA-SequenzvonCytochromb561
(Cytb561)inpT7T3D-PacI(RZPD,Berlin)
HU3_p983E0391D IMAGE-Klon:HumanecDNA-SequenzvonCytochromb561
domaincontaining1 ( Cytb561D1)inpT7T3D-PacI(RZPD,
Berlin)3MaterialundMethoden
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IRATp970B0475D IMAGE-Klon:HumanecDNA-SequenzvonCytochromb561
domaincontaining2 ( Cytb561D2)inpCMV-SPORT6
(RZPD,Berlin)
IRATp970D1075D IMAGE-Klon:HumanecDNA-SequenzvonCytochromb,
ascorbatedependent3 (CyAsc3)inpCMV-SPORT6(RZPD,
Berlin)
imLaborvorhandenePlasmide
mHIF-2 -dn-Flagin
pcDNA3
verkürztesmurinesHIF-2 ,daseinentransdominantnegativen
Effekthat(Elvert,Kappeletal. 2003)
hHIF-2 inpcDNA3 VollständigecDNA-SequenzdeshumanenHIF-2 inpcDNA
(vonS.McKnight)
hHIF-1 inpcDNA VollständigecDNA-SequenzdeshumanenHIF-1 inpcDNA
(vonR.Wenger)
hHIF-1 inpBSK VollständigecDNA-SequenzdeshumanenHIF-1 in
pBluescript(vonR.Wenger)
pcDNA3-HA-
HIF-1 PP
humanesHIF-1 mitmutiertenProlylbindungsstellenmitHA-
Tag inpcDNA3(vonW.Kaelin)
pcDNA3-
HA-HIF-2 PP
humanesHIF-2 mitmutiertenProlylbindungsstellenmitHA-
Tag inpcDNA3(vonW.Kaelin)
pUHC13-3 Luciferase-Reporter-KonstruktunterderKontrolleeines tetO-
CMV-minimalPromotors(GossenundBujard1992)
pVEGF.13-Luci Luciferase-Reporter-KonstruktunterderKontrolledesVEGF-
Promotors2MaterialundMethoden
19
pHRE-Luci Luciferase-Reporter-Konstrukt,unterderKontrolleeines
dreifachenHRE-Promotorsaus EPO,beidemdieSp1-
Bindungsstelledeletiertist(sieheTian,McKnight etal. 1997)
(vonJ.Pouysségur)
pRL-SV40 Renilla-Luciferase-ReporterkonstruktunterderKontrolledes
SV40-Promotors
pVEGF humanesVEGFimpSPT18-Expressionsvektor(vonC.Dehio)
ImVerlaufderArbeithergestelltePlasmide
hHIF-1 inpTRE2 DasHIF-1 -Fragmentwurdemit VspI/ClaI-Schnittstellenaus
pBSKisoliertund überdie EcoRV/ClaI-Schnittstellenhinter
den phCMV*-1PromoterinpTRE2kloniert
hHIF-2 inpTRE2 DasHIF-2 -Fragmentwurdemit KpnI/XbaI-Schnittstellenaus
pcDNAisoliertund überdie MluI/NheI-Schnittstellenhinter
den phCMV*-1PromoterinpTRE2kloniert
hHIF-1 in
pTRE2hygro
DasHIF-1 -Fragmentwurdemit VspI/ClaI-Schnittstellenaus
pBSKisoliertund überdie EcoRV/ClaI-Schnittstellenhinter
den phCMV*-1PromoterinpTRE2hygrokloniert
hHIF-2 in
pTRE2hygro
DasHIF-2 -Fragmentwurdemit KpnI/XbaI-Schnittstellenaus
pcDNAisoliertund überdie MluI/NheI-Schnittstellenhinter
den phCMV*-1PromoterinpTRE2hygrokloniert
HIF-2 -dnin
pTRE2hygro
DasHIF-2 -dn-Fragmentwurde überdie BamHI/NotI-
SchnittstellenauspcDNA3isoliertundinpTRE2hygro
kloniert3MaterialundMethoden
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GFPinpTRE2hygro DasGFP-Fragmentwurde überdie VspI/SalI-Schnittstellen
auspECFP-C1isoliertund überdie PvuII/SalI-Schnittstellen
inpTRE2hygrokloniert
GFPinpTRE2 DasGFP-Fragmentwurde überdie VspI/SalI-Schnittstellen
auspECFP-C1isoliertund überdie PvuII/SalI-Schnittstellen
inpTRE2kloniert
hHIF-1 -V5in
pcDNA3.1
hHIF-1 wurdeunterVerwendungderHIF-1 _TOPOfw-und
HIF-1 _TOPOrev-PrimervollständigauspTRE2hygro-HIF-
1 amplifiziertundanschließendinpcDNA3.1-V5-TOPO©
hinterdenCMV-PromotorundvordieSequenzdesV5-Tags
imLeserahmenkloniert
hHIF-1  - PP-V5in
pcDNA3.1
hHIF-1 - PPwurdeunterVerwendungderHIF-1 _TOPO
fw-undHIF-1 _TOPOrev-PrimervollständigauspcDNA3-
HA-Hif1dPPamplifiziertundanschließendinpcDNA3.1-V5-
TOPO© hinterdenCMV-PromotorundvordieSequenzdes
V5-TagsimLeserahmenkloniert
hHIF-2 -V5in
pcDNA3.1
hHIF-2 wurdeunterVerwendungderHIF-2 _TOPOfw-und
HIF-2 _TOPOrev-PrimervollständigauspTRE2hygro-HIF-
2 amplifiziertundanschließendinpcDNA3.1-V5-TOPO©
hinterdenCMV-PromotorundvordieSequenzdesV5-Tags
imLeserahmenkloniert
hHIF-2 - PP-V5in
pcDNA3.1
hHIF-2 - PPwurdeunterVerwendungderHIF-2 _TOPO
fw-undHIF-2 _TOPOrev-PrimervollständigauspcDNA3-
HA-Hif2dPPamplifiziertundanschließendinpcDNA3.1-V5-
TOPO© hinterdenCMV-PromotorundvordieSequenzdes
V5-TagsimLeserahmenkloniert2MaterialundMethoden
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pcDNA-HIFdn-V5 HIF-2 -dnwurdeunterVerwendungderHIF-2 dn_TOPOfw-
und HIF-2 dn_TOPO rev-Primer vollständig aus
pTRE2hygro-HIF-2 dnamplifiziertundanschließendin
pcDNA3.1-V5-TOPO© hinterdenCMV-Promotorundvordie
SequenzdesV5-TagsimLeserahmenkloniert
hHIF-1  - PPA-V5in
pcDNA3.1
InhHIF-1 - PP-V5wurdemittelsderPrimerHIF-1
sense_N803A-1undHIF-1 antisense_N803A-1unddem
QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit an der
BindungsstellevonFIHderAsparaginrest803zuAlanin
mutiert.
hHIF-2  - PPA-V5in
pcDNA3.1
InhHIF-2 - PP-V5wurdemittelsderPrimerHIF-2
sense_N847A-2undHIF-2 antisense_N847A-2unddem
QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit an der
BindungsstellevonFIHderAsparaginrest847zuAlanin
mutiert.
Cytb561-V5in
pcDNA3.1
DievollständigecDNA-SequenzvonCytb561aus
HU3_p983F05138DmittelsderentsprechendenTOPO-Primer
amplifiziertundanschließendinpcDNA3.1-V5-TOPO©
hinterdenCMV-PromotorundvordieSequenzdesV5-Tags
imLeserahmenkloniert
Cytb561D1-V5in
pcDNA3.1
DievollständigecDNA-SequenzvonCytb561D1auscDNA
vonRCC10-ZellenmittelsderentsprechendenTOPO-Primer
amplifiziertundanschließendinpcDNA3.1-V5-TOPO©
kloniert(s.o.)
Cytb561D2-V5in
pcDNA3.1
DievollständigecDNA-Sequenzvoncytb561D2aus
IRATp970B0475DmittelsderentsprechendenTOPO-Primer
amplifiziertundanschließendinpcDNA3.1-V5-TOPO©
kloniert(s.o.)3MaterialundMethoden
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CyAsc3-V5in
pcDNA3.1
DievollständigecDNA-SequenzvonCyAsc3aus
IRATp970D1075DmittelsderentsprechendenTOPO-Primer
amplifiziertundanschließendinpcDNA3.1-V5-TOPO©
kloniert(s.o.)
Dcytb-V5in
pcDNA3.1
Die vollständige cDNA-Sequenz von Dcytb aus
IRATp970D0485DmittelsderentsprechendenTOPO-Primer
amplifiziertundanschließendinpcDNA3.1-V5-TOPO©
kloniert(s.o.)
2.1.6SondenzurNorthern-Blot-Hybridisierung
HIF-1 Dasf ü rdieSondeverwendeteFragmentwurdemit KpnI/NotI-
SchnittstellenaushHIF-1 inpBSKgeschnitten.
HIF-dn Dasf ü rdieSondeverwendeteFragmentwurdemit BamHI/NotI-
SchnittstellenausmHIF-2 dn-Flaggeschnitten.
VEGF Dasf ü rdieSondeverwendeteFragmentwurdemit BAmHI/EcoRI-
SchnittstellenauspVEGFgeschnitten.
2.1.7sonstigeNukleinsäuren
DieDNA-Größenstandards(1kb-Leiter;100bp-Leiter)wurdevonMBIFermentas
(St.Leon-Rot)bezogen.
dNTPswurden überPromega(Promega,Madison,WI,U.S.A.)bezogen, random
hexamersf ü rdieInitialisierungderreversenTranskriptionwurden überRoche
(Mannheim)bezogen.
2.2Sequenzierungen
AlleumkloniertenoderselbstauscDNAkloniertenPlasmidewurdenvonderFirma
GATCBiotech(Konstanz)sequenziert.DieSequenzenwurdendannmitHilfeder2MaterialundMethoden
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CloneManager™-Softwaremitdenunter http://www.ncbi.nlm.nih.gov hinterlegten
abgeglichen.F ü rdieSequenzierungenwurdenfolgendePrimerverwendet:
pTREMCS GCAGAGCTCGTTTAGTGAACC
pcDNA3.1MCS TTGACGCAAATGGGCGGTAG
pcDNA3.1-RP/1 CAAACAACAGATGGCTGGC
HIF-1aint1 ACCTGCTTGGTGCTGATTTG
HIF-1aint2 CCATTACCCACCGCTGAAAC
HIF-1aint3 TTCCGATGGAAGCACTAGAC
HIF-1aint4 CTAGCCGAGGAAGAACTATG
HIF-2aint1 CTGCCCTCCTCACAATAGTC
HIF-2aint2 CGCCCAATAGCCCTGAAGAC
HIF-2aint3 CCTATGGCAAGGCCATCCTG
2.3Enzyme
DieverwendetenRestriktionsenzymewurdenvonMBIFermentas(St.Leon-Rot)bezogen.
DieEnzymef ü rdiereverse Transkription,RNAGuard®,SuperScriptII® sowieRNAseH
wurdenvonInvitrogen,Carlsbad,CA,U.S.A.bezogen.
TaqPolymerasewurdeebenfallsvonInvitrogen,Carlsbad,CA,U.S.A.bezogen.
DieAmplifikationvoncDNAf ü rdieKlonierungwurdemitPfuUltra™ High-Fidelity
DNAPolymerase(Stratagene,CedarCreek, TX,U.S.A.)durchgeführt.
Fürdiequantitative realtime PCRwurdederABsolute™ QPCRSYBR® GreenMixbzw.
beiVerwendungvonSondenderABsolute™ QPCRMix(ABgene,Epsom,UK)
verwendet.
2.4MedienundStandardpufferlösungen
2.4.1Medien
LB-Medium (Luria-
Bertani-Medium)
20gLB(idg,Bury,UK)wurdenin1l H2Ogelöstund
autoklaviert.3MaterialundMethoden
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LB-Agar 32gwurdenin1l H2Ogelöstundautoklaviert(Invitrogen,
Carlsbad,CA,U.S.A.),nachAbkühlenauf60°Cmit
entsprechendenAntibiotika-Konzentrationenauf10cm-
Plattengegossen.
DMEM (Dulbecco'sMEM
mitGlutamax)
wurde überGibcoBRL(Invitrogen,Carlsbad,CA,U.S.A.)
bezogen
FCS (Fötales
Kälberserum)
wurde überPANSystems(Aidenbach)bezogenundvor
Verwendungf ü r45minbei60°Cinaktiviert
Zellkulturmedium DMEMmit10%FCS
Selektionsmedium DMEMmit10%FCSundentsprechenderAntibiotika-
Konzentration
OptiMEM® I wurdef ü r siRNA-Transfektionenverwendetund über
GibcoBRL(Invitrogen,Carlsbad,CA,U.S.A.)bezogen
PBS (Phosphatebuffered
saline)
wurde überSeromedBiochromKG,Berlin,bezogen
Trypsin/EDTA wurde überGibcoBRL(Invitrogen,Carlsbad,CA,U.S.A.)
bezogen
2.4.2Antibiotika
ZurSelektionverwendeteAntibiotikawurden überSigma,Taufkirchen,bezogenundin
folgenden EndkonzentrationenzudenMediengegeben:
Ampicillin 100 µg/ml
Chloramphenicol 170 µg/ml
Hygromycin 200 µg/ml
G418(Geneticin) 1mg/ml2MaterialundMethoden
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2.4.3SonstigePuffer
10*MOPS 0,4MMorpholinopropanesulfonicacid;0,1MSodium
Acetat3H2O;10mM EDTA-Na2-2H2O;pHmitNaOHauf
7,2eingestellt
20*SSC 3MNaCl;0,3MTrisodium-Citrat
Na-Acetat 3MNa-Acetat;pH5,2mit Essigsäureeingestellt
ZurProteinanalysemittelsWesternBlot:
Trenngel(8%) 1,875mlStock(100mM TrisBasepH8,8,eingestelltmit
5MHCl;2,5mMSDS);2ml30%Arylamide;3,55ml
H2O;75µl10%APS;3 µl TEMED
Trenngel(12%) 1,875mlStock(100mM TrisBasepH8,8,eingestelltmit
5MHCl;2,5mMSDS);3ml30%Arylamide;2,55ml
H2O;75µl10%APS;3 µl TEMED
Ladegel(4%) 1,25mlStock(30mMTrisBasepH6,8,eingestelltmit5M
HCl;2,5mMSDS);0,85ml30%Arylamide,2,75ml H2O;
62µl10%APS;6,25 µl TEMED
Laufpuffer 25mM TrisBase;96mMGlycin;0,1%SDS(20%)
Transfer-Puffer 25mM TrisBase;192mMGlycin(75,07);20%Methanol3MaterialundMethoden
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2.5ReagenzienundChemikalien
DieeingesetztenChemikalienundMedienkomponentenwurden,wennnichtanders
beschrieben,vondenFirmenRoth(Karlsruhe),Sigma(Taufkirchen),Fluka(Buchs,
Schweiz)und Merck(Darmstadt)bezogen.
2.6Reagenziensysteme
 FürWesternBlotswurdenfolgendeReagenzienderFirmaAmershamBioscience,
Freiburgverwendet:
o Proteingrößenstandard (Fullrangerainbowmarker)
o Hybond ECL™ -MembranenzumBlotten
o ZurEntwicklung:ECLWesternBlottingDetectionSystem™ undECL
plus™ System
 GroßePlasmidpräparationmitdemPlasmidMaxiKit® bzw.EndoFreePlasmid
MaxiKit® (Qiagen,Hilden).
 die Aufreinigung von PCR-Produkten und DNA-Fragmenten nach
RestriktionsspaltungenerfolgtemittelsPCRPurificationKit® oderGelExtraction
Kit® (Qiagen,Hilden).
 Phenol-Chloroform-ExtraktionenvonDNAwurdenmitHilfedesPhase-Lock-Gel-
Systems™ (Eppendorf,Wesseling)durchgeführt.
 DiePräparationvonRNAerfolgtemitdemRneasy® MiniKitmitDNAseVerdau
(Qiagen,Hilden).
 dieHerstellungradioaktiverRNA-Sondenf ü rNorthernBlotAnalysenwurdemit
HilfevonPrime-It® IIRandomPrimerLabelingKit(Stratagene,CedarCreek, TX,
U.S.A.)durchgeführt.DieAbtrennungradioaktiverNukleotideerfolgte über
SephadexG50FineQuickSpin Säulen(Roche,Mannheim).DieHybridisierung
wurdeinQuikHyb® HybridizationSolution(Stratagene,CedarCreek, TX,U.S.A.)
durchgeführt.
 DieKlonierungvoncDNAindenpcDNA3.1-VektorerfolgtemitHilfedes
pcDNA3.1Directional TOPO® ExpressionKit(Invitrogen,Carlsbad,CA,U.S.A.)2MaterialundMethoden
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 Die in-vitro-MutagenesevonHIF- -PPzuHIF- -PPAwurdemitdem
QuikChange® Site-DirectedMutagenesisKit(Stratagene,CedarCreek,TX,
U.S.A.)durchgeführt.
 DieHerstellungvonsiRNAserfolgtemitdem Silencer™ siRNAConstructionKit
(Ambion,Austin,TX,U.S.A.),dieTransfektiondersiRNAsmitOligofectamine™
(Invitrogen,Carlsbad,CA,U.S.A.).
 dietransienteundstabileTransfektionvonG55TL-ZellenerfolgtemitSuperfect
TransfectionReagent(Qiagen,Hilden).
 DieProteinbestimmungf ü rWesternBlotserfolgtemit D C -ProteinReagents
PackagevonBio-Rad(München)nachderMethodevonLowry(Lowry,
Rosebrough etal. 1951).
 Die in-vitro-Transkriptionund-TranslationwurdemitdemTNT® Coupled
Reticulocyte LysateSystemvonPromega,Madison,WI,U.S.A.,durchgeführt.
 FürLuciferase-AssayswurdeeineProteinbestimmungnachBradfordmitBio-Rad
ProteinAssayReagenz(Bio-Rad,M ü nchen)durchgeführt.F ü rdenLuciferase-
AssayselbstwurdedasDual-Luciferase® ReporterAssaySystemvonPromega,
Madison,WI,U.S.A.,verwendet.
2.7Standardmethoden
2.7.1Polymerase-Ketten-Reaktion(polymerasechainreaction,PCR)
DiePolymerase-Ketten-Reaktion(PCR)dientderAmplifizierungvonGensequenzen
zwischenzweiPrimern(Mullis,Faloona etal. 1986).
EinReaktionsansatzenthielt: 1xPCR-Puffer(Invitrogen,Carlsbad,CA,U.S.A.)
200 µMdNTPs
200pm5’ -Primer
200pm3’ -Primer
1mMMgCl2
0,2 µl Tag-Polymerase
 H 2 Oad20 µl3MaterialundMethoden
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DieReaktionsbedingungenlautetenwiefolgt:
3min 94 °C (Denaturierung)
1min 94 °C
1min X °C 25-35Zyklen
Ymin 72 °C
10min 72 °C (Elongation)
4 °C
DieElongationszeit tY warabhängigvonderGrößedesAmplifikates;pro1000Nukleotide
wurde1minElongationszeitgerechnet(abweichendeZeiten sindunter2.4.1angegeben).
Die Annealingtemperatur TX warabhängigvomderjeweiligenSchmelztemperatur Tm der
verwendetenPrimerundistebenfallsunter2.1.4angegeben.
DieAnzahlderverwendetenZyklenwarabhängigvonderExpressionsstärkedes
untersuchtenGens.
2.7.2Genotyping-PCR
UmZellennacheinerstabilenTransfektionschnellaufdieAnwesenheitdesTransgens
untersuchenzuk ö nnen,wurdeeinesogenannteGenotyping-PCRetabliert.
Dazuwerden50.000Zellengewaschen,durchTrypsin-BehandlungvonderSchalegelöst,
bei9300 g zentrifugiertundder Überstandverworfen.DasPelletwirdin50 µlPCR-Lysis-
Puffer(50mMKCl;1,5mMMgCl2;10mMTris,pH8,3;0,45%NP-40;0,45% Tween-20;
100 µg/mlProteinaseK)resuspendiert,kurzgemischtunddannimHeizblockunter
Schüttelnbei37°Cf ü r20minlysiert.VondiesemLysatwird1µ lals TemplateinderPCR
eingesetzt.F ü rdiePCRwurdef ü rTet-KonstrukteimmerderPrimerEGFPfwals
„forward“-Primerverwendet,dadieseraneineSequenzimBereichder multiplecloning
site vonpTREundpTREhygrobindet,als „reverse“-Primerjeweilseingenspezifischer
(siehe2.1.4).
2.7.3RNA-Präparation
ZurIsolierungvonRNAausZellenwurdenjenachVersuchsdauerzwischen40.000und
60.000Zellenaufzwei6-Wellsverteiltausgebracht.NachentsprechenderBehandlung
(Transfektion,Hypoxiebehandlung)wurdendieZellenvorderErntezweimalmitkaltem
PBSgewaschenunddanninRLT-PufferausdemRNeasy® MiniKitabgeschabt(Qiagen,2MaterialundMethoden
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Hilden).DieweitereRNA-PräparationerfolgtenachHerstellerangabenundbeinhaltete
einenDNase-VerdauaufdenS ä ulchen.DieKonzentrationdererhaltenenRNAwurde
photometrischbestimmtunddieRNAdannbiszurweiterenVerwendungbei-80°C
gelagert.
2.7.4Northern-Blot-Analysen
ZurUntersuchungderExpressionverschiedenerGenewurdenNorthern-Blot-Analysen
durchgeführt.DiesequalitativeundquantitativeAnalyseerfolgteindenaturierenden
Formaldehydgelen.DieDurchführungderNorthernBlots(Gele,Blotten,Hybridisierung)
erfolgtenachSambrook1989).DieElektrophoresewurdebei40VinMOPS-Puffer
durchgeführt.DurchKapillartransferwurdedanndieaufgetrennteRNAaufeinepositiv
geladeneNylonmembran(Duralon-UV™;Stratagene,CedarCreek,TX,U.S.A.)
transferiert.ZurSondenmarkierungmitradioaktivem
32PwurdederPrime-It® IIRandom
PrimerLabelingKit(Stratagene,CedarCreek,TX,U.S.A.)verwendet.Nach
DenaturierungdeszumarkierendenDNA-DoppelstrangeserfolgtederNukleotideinbau
des [
32P]-dCTPdurchdieKlenow-Polymerase,wobeiRandom-HexamerealsPrimer
dienten.DieAbtrennungnichteingebauterradioaktiverNukleotideerfolgte überSephadex
G50FineQuickSpin Säulen(Roche,Mannheim).DieHybridisierungwurdein
QuikHyb® HybridizationSolution(Stratagene,CedarCreek,TX,U.S.A.)nach
Herstellerangabendurchgeführt.DieangefeuchteteMembranwurdezunächstmitdem
Hybridisierungspufferf ü r20minbei68 °Cvorhybridisiert.Anschließendwurdediezuvor
radioaktivmarkierteunddenaturierteSondef ü r1hbei68 °Chybridisiert.Danachwurden
dieBlotsdreiMalbei60°CmitWaschpuffer(2*SSC;0,1%SDS)gewaschen,um
unspezifischgebundeneRadioaktivitätzuentfernen.ImAnschlusswurdedieMembran
feuchtinFolieeingeschweißtundbei –80 °Cautoradiographiert.Zurerneuten
VerwendungderBlotswurdediegebundeneRadioaktivitätdurchzehnminütigeInkubation
inkochendem0,1%SDSentfernt.
2.7.5Reverse Transkription
FürdiereverseTranskriptionvonRNAincDNAwurdejeweils1µ gRNAeingesetzt.Die
reverseTranskriptionwurdemitSuperscriptIIRT™ nachHerstellerangaben(Invitrogen,
Carlsbad,CA,U.S.A.)durchgeführt.3MaterialundMethoden
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2.7.6Quantitative realtime PCR
Diequantitative realtime PCRermöglichteineexakteQuantifizierungvonPCR-
Produkten überdieDetektionvonFluoreszenzsignalen,diemitderPCR-Produktbildung
einhergehen.DabeiwirdzurReaktionentwedereinandenDoppelstrangbindender
Fluoreszenz-Farbstoff (SYBRgreen)zugegebenodereineebenfallsFluoreszenz-markierte
Hybridisierungssonde,dieandasPCR-Produktbindenkann(Review:Bustin,Benes etal.
2005).
DiePCR-ReaktionwurdemitdemABsolute™ QPCRSYBRGreen Mix(ABgene, Epsom,
UK),je80nMderentsprechenden forward-und reverse-Primerund0,1 µlcDNAausder
unter2.7.5beschriebenenreversenTranskriptionsreaktiondurchgeführt.DiePCRund
DetektionwurdemitHilfedesiCycler™ iQ-Systems(Bio-Rad,M ü nchen)durchgeführt.
DieReaktionsbedingungenlautetendabeiwiefolgt:
15min 95 °C(AktivierungderDNAPolymerase)
30sec 95 °C
30sec 60°C 40 Zyklen
45sec 72 °C
1min 95 °C
1min 60 °C
10sec 55°C Anstiegder Temperaturin0,5°C-Schrittenbis95°C
4 °C
DieQuantifizierungerfolgtdabei übereineSoftware-gestützteBerechnungeines
Fluoreszenzschwellenwertes.DerZyklus,indemeinezuuntersuchendeProbediesen
Schwellenwert(derdaszehnfachederFluoreszenzw ä hrenddererstenPCR-Zyklen
beträgt,das „Rauschen“) überschreitet,wirdalsSchwellenwertzyklus (ThresholdCycle,
Ct)derjeweiligenProbezugewiesen(Neusser2001). Überdiesen C t-Wertdeszuunter-
suchendenGens (Geneofinterest,GOI)unddem C t-WerteinesimgleichenDurchlauf
parallelamplifiziertenHaushaltsgens ( housekeepinggene,HKG)kannnundierelative
Expressionerrechnetwerden.DiesgeschiehtmitHilfederFormel
Relative Expression=
(EGOI)
Ct GOI
(EHKG)
Ct HKG2MaterialundMethoden
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Der Ct-WertistdabeidieDifferenzausdem C t-WertderunbehandeltenKontrolleund
derzuuntersuchendenProbe(Pfaffl2001).DieEffizienzEderPCR-Reaktionmitdem
jeweiligenPrimerpaarwirdbestimmt überdieQuantifizierungeinerDNA-
Verdünnungsreihe überf ü nfbissechslog-Stufen.Darausl ä sstsichmitHilfederiCyler™-
SoftwareeineStandardkurveberechnen,ausdersichdieEffizienzderReaktionableiten
lässt.DamanbeieinerPCR-Effizienzvon100%genaueineVerdopplungder
ProduktmengeproZykluserwartenw ü rde,w ä redieDifferenzzwischenden C t-Werten
einerzehnfachenVerdünnungdanngenau3,2(da 2
3,2=10).IndenmeistenF ä llenentstehen
jedochauchNebenproduktewiePrimerdimereoderunspezifischeSekundärprodukte,so
dassdieEffizienzseltenbei100%liegt.DiehierverwendetenPrimerwurdensoweit
optimiert,dasssie übereineSpannevonf ü nflog-StufeninderVerdünnungsreiheeine
PCR-Effizienzvonmindestens85%erreichten.
Im EinzelnenhattendieReaktionendiefolgendenEffizienzen:
Primer (siehe2.4.1) EffizienzE
HIF-1 89,3%
HIF-2 96,1%
VEGF 97,0%
CAIX 80,3%
GLUT-1 97,1%
LDH 85,9%
CyAsc3 91,0%
Cytb561D2 99,6%
Cytb561(Sonde) 98,8%
Dcytb 90,0%
Cyb561D1 97,1%
pTRE-hHIF-1 87,6%
pTRE-hHIF-2 91,0%
pTRE-HIF-2 dn 86,9%
pTREhygro-hHIF-1 85,5%
pTREhygro-hHIF-2 89,0%
HPRT 95,7%
ß-actin 88,0%
HPRT(Sonde) 98,0%3MaterialundMethoden
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EineweitereständigeKontrollejederPCR-Reaktionerfolgte überdieAnalyseder
Schmelzkurven,beiwelcherebenfallsdieBildungvonPrimerdimerenundanderen
unspezifischenNebenproduktenerkennbarist.
2.7.7Western-Blot-Analyse
ZurAnalysederProteinexpressionmittelsWesternBlotswurdendiezuuntersuchenden
Zellenwieunter2.8.7beschriebengeerntetunddieerhalteneProteinmengenachLowry
bestimmt.ZurWestern-Blot-Analysewurdenje15 – 25 µgProteinlysataufdasGel
geladen.
DieWestern-Blot-AnalysenwurdennachSambrook(1989),indenApparaturenMini-
Protean3Cell™ bzw.Mini-Trans-BlotCell™ derFirmaBio-Rad,M ü nchen,
durchgeführt.DabeiwurdendieProteinef ü rdieAnalysevonHIF- für110minbei120V
ü bereine8%-SDS-PAGE(siehe2.4.3)aufgetrennt,f ü rdieAnalysederV5-markierten
Ferrireduktasenf ü r90minbei120Vü bereine12%-SDS-PAGE.NachderAuftrennung
wurdendieProteineelektrophoretischvomGelaufeineNitrocellulose-Membran(Hybond
ECL™,Amersham,Freiburg) übertragen(80V,2h).NachdemBlottenwurdendie
Membranenf ü r1hbeiRaumtemperaturin5%MilchpulverinPBSmit0,1%Tween
geblockt.IndieserL ö sungfolgteauchdieanschließendeAntikörperinkubation( ü ber
Nachtbei4 ° C).NachderInkubationmitdemPrimärantikörperwurdendieMembranen
dreiMalinPBS/0,1%TweengewaschenundanschließendmitdemPeroxidase-
gekoppeltenSekundärantikörperinkubiert.DaranschlossensichdreiweitereWasch-
schritteinPBS/0,1%Tweenan.DieEntwicklungderBlotserfolgtemitdemECL
WesternBlottingDetectionSystem™ undECLplusSystem™ (AmershamBioscience,
Freiburg).
2.7.8Luciferase-Assay
DerLuciferase-Assaydientdazu,dieAktivitäteinesbestimmtenPromotorszu
untersuchen.DazuwirdhinterdiePromotorsequenzanStelledesursprünglichenGensein
Luciferase-Konstruktkloniert.DieAktivitätdesPromotorskanninFolgedessen überdie
ExpressionderLuciferaseunddendarausresultierendenUmsatzanLuciferinquantifiziert
werden.2MaterialundMethoden
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DieZellenwurdenwieunter2.8.3beschriebenauf24-Well-Plattenausgebrachtundmit10
bis150ngpro Well desjeweiligenLuciferase-Reporter-Kontrukts(pUHC13-3,pVEGF-
Luci,pHRE-Luci)sowie1,5ngpRL-SV40alsinternerKontrolletransienttransfiziert.
NachentsprechenderWeiterbehandlungwurdendieZellen72hnachderTransfektion
nachHerstellerangabenin passivelysisbuffer ausdemDual-Luciferase® ReporterAssay
System(Promega,Madison,WI,U.S.A.)geerntet,dieProteinmengemitHilfedesBio-Rad
ProteinAssayReagenz(Bio-Rad,M ü nchen)bestimmtunddieLuciferase-Aktivität
gemessen.DieLuminiszenz-ReaktionwurdeineinemLuminometer(LumatLB9507,
Berthold,BadWildheim)vermessenundinrelativenLuminiszenzeinheiten(RLU)
angegeben.
2.7.9  Eisenmessung
DerGehaltvonzweiwertigemunddreiwertigemEisenindenkultiviertenZellennach
BehandlungmitverschiedenenReagenzienwurdenmittelseinesEisenassaysnachGerald,
Berra etal. 2004bestimmt.DabeiwirdinjederProbesowohlderGehaltanzweiwertigem
EisenalsauchdiegesamteEisenmengebestimmt,sodasssichausderDifferenzder
GehaltandreiwertigemEisenerrechnenl ä sst.
DazuwurdendieZellenamVortaggeteiltundproAnsatz15.000.000Zellenaufmehrere
10cm-Zellkulturplattenausgebracht.NachderBehandlungundnachfolgenderInkubation
wurdendieZelleneinMalkurzmitkaltemPBSgewaschenundanschließendinkaltem
PBSaufEisabgeschabt.DieseSuspensionwurdeabzentrifugiert,der Überstandverworfen
unddasPelletbei-20°Ceingefroren.NachdemAuftauenwurdedasPelletin100 µl
WasseraufgenommenunddieSuspensionhalbiert,sodassineinemReaktionsgefäß der
Fe
2+-GehaltderProbeundimanderenReaktionsgefäß dieMengedesgesamtenEisen
bestimmtwerdenkonnte.ZubeidenProbenwurdenun50 µl1NHClzugegebenundf ü r
20minbeiRaumtemperaturinkubiert.AnschließendwurdeneinemderbeidenReaktions-
gefäße50 µlAscorbat(1,14M)zugegeben,demanderen50 µlWasser.DurchdieZugabe
vonAscorbatwirddasvorhandeneEisenvollständigzuFe
2+ reduziert,sodasssichmit
HilfedieserProbederGesamt-EisengehaltderProbebestimmenl ä sst.
Nach5minInkubationbeiRaumtemperaturwurdebeidenProben50 µl Trichloressigsäure
(1,23M)zurF ä llungderProteinezugegeben.DieProbenwurdenkurzabzentrifugiertund
200 µlausdem ÜberstandwurdenineinerMikrotiterplattemit125 µlFarbreagenz
(500 µMSodium-Bathophenanthrolinsufonatin1,2MNatriumacetatpuffer(pH4,8))3MaterialundMethoden
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gemischtunddieAbsorptionbeieinerWellenlängevon550nmgemessen.DieMessung
erfolgteimElisareaderGENios(Tecan,Salzburg, Österreich).
2.7.10Ferrireduktasen-Assay
ZurBestimmungderAktivitäteisenreduzierenderEnzymewurdederFerrireduktasen-
AssaynachOhgami(Ohgami,Campagna etal. 2005)eingesetzt.Umzuuntersuchen,ob
diekloniertenFerrireduktasen-KandidatengeneindenverwendetenZellentatsächlicheine
eisenreduzierendeAktivitätaufweisen,wurdendieZellenwieunter2.8.3beschrieben
transientmitdenFerrireduktasentransfiziert.AlsKontrolledientenmitpcDNA
transfizierteZellen.AmfolgendenTagwurdendieZellenzweiMalmitwarmemPBSmit
KalziumundMagnesium(0,9mMCaCl2;0,49mMMgCl2-6H2O;2,67mMKCl;1,47mM
KH2PO4;8mMNa2HPO4-7H2O)gewaschenundanschließendinderAssay-Lösung
(5,6mMGlucoseinPBS(mitKalziumundMagnesium);50 µMFeCl3;100 µM
Nitrilotriaceticacid;200 µMFerrozin)f ü rmehrereStundenbei37°Cinkubiert.Dabei
dientFerrozinalschromogenerEisenchelator.DieAktivitätdereinzelnenFerrireduktasen
imVergleichzurKontrollekonntesophotometrischanhandderAbsorptionvonFerrozin-
cheliertemzweiwertigemEisenbeieinerWellenlängevon562nmbestimmtwerden.
UmdieAktivierungderendogenenFerrireduktasendurchAscorbatundROSzu
untersuchen,wurdederbeschriebeneFerrireduktasen-AssaynachOhgamietwas
modifiziert:EswurdenamVortagproAnsatz2.500.000Zellenauf10cm-Zellkultur-
plattenausgebracht.DieZellenwurdendannwieunter2.8.5beschriebenf ü r90minmit
Ascorbatoder H2O2 behandelt.DanachwurdensiemitkaltemPBSgewaschenundinPBS
abgeschabt.DieZellsuspensionwurdef ü r5minbei2300 g abzentrifugiert,der Überstand
verworfenunddasPelletin100 µlErnte-Puffer(20mMTris,pH7,5;5mMKCl,1,5mM
MgCl2)resuspendiert.ZurLysewurdendieZellendannf ü r30secaufEismitUltraschall
behandelt.DerProteingehaltderLysatewurdeanschließendnachderMethodenach
Lowrybestimmt.ProAnsatzwurden150 µgProteineingesetzt.DieProteinlysatewurden
wiedermitderAssay-Lösung(s.o.)inkubiertunddieEnzymaktivität überdieMengedes
cheliertenEisensbestimmt.
2.7.11sonstigeMethoden
Restriktionsspaltungen,LigationenundAgarosegelelektrophoresewurdennachSambrook
(1989)durchgeführt.2MaterialundMethoden
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2.8Zellkulturverfahren
AlleinderZellkulturverwendetenPlastikwarenwurden überdieFirmaGreinerbio-one
(Frickenhausen)bezogen.
2.8.1KultivierungvonZellen
EukaryoteZelllinienwurdenin10cm-Platten, überschichtetmit6mlZellkulturmedium
(DMEMmit10%FCSundentsprechendenAntibiotika-Konzentrationen),oderin175cm
2
Kulturflaschen, überschichtetmit20mlZellkulturmedium,bei37°Cund5%CO2-Gehalt
inkubiert(Normoxie).
ZurSubkultivierungwurdendieZellenmitwarmemPBSgewaschen,anschließendmitca.
1,5mlTrypsin überschichtetundbiszumvollständigemAblösenderZellenbei37°C
inkubiert.DieZellenwurdendannin10mlDMEMaufgenommen,abzentrifugiert,der
Überstandabgenommenunddie ZellenaufneueKulturflaschenverteilt.
2.8.2  EinfrierenundAuftauenvonZellen
ZumEinfrierenwurdendiekonfluentenZellenmitPBSgewaschen,mitTrypsinvonder
Plattegelöst,inwarmemMediumaufgenommenundabzentrifugiert.DasPelletwurde
danninFCSmit10%DMSOresuspendiertunddieZellensofortinCryoS-Röhrchen
(Greinerbio-one,Frickenhausen)transferiert.DiesewurdendannmitHilfevonCryo-
FreezingContainern(Nalgene,NalgeNunc,Rochester,NY,U.S.A.)zunächst1 ° C/h
abgekühltundnach72StundeninflüssigenStickstofftransferiert.
ZumAuftauenwurdendieZellenausdemflüssigenStickstoffentnommenundsofortim
Wasserbadaufgetaut.1mlZellsuspensioninDMSO/FCSwurdein9mlvorgewärmtes
Zellkulturmediumgegebenundabzentrifugiert.NachAbsaugendes Überstandeswurde
dasPelletin6mlfrischemZellkulturmediumresuspendiert.Nach24hwurdeein
Mediumwechselvorgenommen.
2.8.3Transfektionen
Transiente Transfektionen
FürtransienteTransfektionenwurdenG55TL-ZellenamVortaggeteiltundineinerDichte
vonungefähr25.000Zellen/cm
2 ausgebracht.F ü rdieanschließendeAnalysemittels3MaterialundMethoden
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WesternBlotoderf ü rRNA-PräparationenwurdendieZellenin6-Well-Plattenkultiviert,
fürLuciferase-Assaysin24-Well-Platten.
FürdieTransfektionwurdenproAnsatzim6-Well 1,5 µgDNAin50 µlDMEMaufge-
nommenundmitdersechsfachenMengeSuperFect™ (Qiagen,Hilden)f ü r10minbei
Raumtemperaturinkubiert.InderZwischenzeitwurdendieZellenmitwarmemPBS
gewaschen.AnschließendwurdedieDNA-Superfect™-Mischungzusammenmit0,5ml
ZellkulturmediumaufdieZellengegeben.DieZellenwurdenf ü r3hbei37°Cinkubiert,
dannwurdensiemitwarmemPBSgewaschenundbiszur Erntenach24-48hinfrischem
Zellkulturmediuminkubiert.AlsKontrolledientenZellen,diemitdem"leeren"pcDNA-
Vektortransfiziertwordenwaren.WenndieZellenmitunterschiedlichenKonzentrationen
vonPlasmid-DNAtransfiziertwurden,sowurdezudengeringerenKonzentrationenso
vielpcDNAhinzugefügt,dassdietransfizierteDNA-MengeinallenAnsätzengleichwar.
AlsKontrollef ü rdieTransfektionseffizienzwurdejeweilsein Well mitdergleichen
MengepECFP-C1transfiziert.DieTransfektionseffizienzkonntesoamn ä chstenTag über
dieAnzahldergrünfluoreszierendenZellenpro Well bestimmtwerden.Lag sieunter70%,
sowurdederVersuchnichtweiterausgewertet.
Stabile Transfektionen
Fürstabile TransfektionenwurdendieG55TL-ZellenamVortaggeteiltundineinerDichte
vonungefähr25.000Zellen/cm
2 auf10cm-Plattenausgebracht.
FürdieTransfektionenwurden10 µgendotoxinfreigepräptesundlinearisiertesPlasmidin
100 µlDMEMmit60 µlSuperFect™ gemischtundwief ü rdietransientenTransfektionen
aufdieZellengegeben.AmTagnachderTransfektionwurdendieZellendanninZell-
kulturmediumaufjeeine10cm-PlatteimVerhältnis1:5,1:10und1:20geteilt.Amdarauf
folgendenTagwurdeeinMediumwechselmitSelektionsmedium,dasdieentsprechenden
Antibiotikaenthielt,durchgeführt.ImLaufedern ä chstenzweibisdreiWochenstarbendie
nichtresistentenZellenabundsolche,diedurchdieTransfektiondasResistenzgen
integrierthatten,bildetenKolonien.SobalddieseKolonieneineDurchschnittsgrößevon3
– 5mmerreichthatten,wurdensiemiteinerPipettenspitzeaufgenommenunddie
Einzelkolonienin96-well-PlatteninSelektionsmediumweiterkultiviert.2MaterialundMethoden
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Tet-ON™-System(GossenundBujard1992)
UmdoppeltstabiltransfizierteTet-ON-Zellen,diesowohldasRegulations-alsauchdas
Response-Plasmidenthalten,zuerhalten,wurdefolgendermaßenvorgegangen:
DieverwendetenG55TL-Zellenwurdenzunächstwieunter2.8.3beschriebenmit10 µg
despTet-tTS-Plasmidsund1µ gdesRegulationsplasmidspTet-ONtransfiziert.
TransfizierteZellenkonntenanhandihrerResistenzgegendasAntibiotikumG418,f ü rdie
pTet-tTScodiert,identifiziertwerden.NachIsolierungundKultivierungwurdendiese
ZellenmitHilfedesTet-induzierbarenLuciferase-Reporter-KonstruktspUHC13-3aufdie
InduzierbarkeitdesTransgenssowieaufeineniedrigeHintergrund-Expressionhin
untersucht.
ZudiesemZweckwurdenvonjederuntersuchtenZellliniezwischendreißigundf ü nfzig
ZellklonetransientmitdemLuciferase-Reporter-KonstruktsowiedempRL-SV40-Plasmid
transfiziert.AmTagnachderTransfektionwurdedemZellkulturmediumf ü rzweiTage
biszurErnteDoxycyclinineinerEndkonzentrationvon1µ g/mlzugegeben.Die
Zellklone,dieimLuciferase-AssayindreiWiederholungsversuchendieh ö chsteInduktion
derReportergen-AktivitätbeieinerniedrigenHintergrundaktivitätzeigten,wurdenim
Anschlussmit10 µgdesjeweiligenResponseplasmidspTRE2(inKombinationmit
pTKhygro)bzw.pTRE2hygro,daseinHIF-Konstruktbzw.dasGFPcodierendeGen
enthielt,transfiziert.TransfizierteZellenkonntenhieranhandihrerResistenzgegendas
AntibiotikumHygromycinidentifiziertwerden.DieAnwesenheitdesTransgenswurde
mittelseinerGenotyping-PCRverifiziert.IndenZellen,indenendiesnachgewiesen
werdenkonnte,wurdedanndieInduzierbarkeitderExpressionmittelssemiquantitativer
RT-PCR überprüft.SolcheKlone,dieeineInduzierbarkeitzeigten,wurdenmittels
NorthernBlotundspäterauchmittelsquantitativer realtime PCRweiteruntersucht.Des
WeiterenwurdedieExpressionauchaufProteinebenemitHilfevonWesternBlots
untersucht.
DieInduzierbarkeitindenpTRE2hygro-GFP-Zelllinienwurdevisuell überprüft,dasich
dieExpressiondesTransgensanderFluoreszenzindenZellenunterUV-Lichterkennen
lässt.
2.8.4siRNA-Transfektion
UmdieExpressionvonGenenzuinhibieren("knockdown"),wurdediesiRNA-Technik
verwendet.Dabeibringtmankurze,doppelsträngigeRNAsmiteinerL ä ngevon21bis233MaterialundMethoden
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Nukleotiden,sogenanntesiRNAs("smallinterferingRNAs"),indieZellenein.Die
siRNAsfungierendortalsLeitmotiff ü reineNuklease,waszumAbbauder
komplementärenmRNA-SequenzdesZielgensf ü hrt,sodassdieProteintranslation
unterbleibt(Elbashir,Harborth etal. 2001).
ZurHerstellungdersiRNAswurdederSilencer™ siRNAConstructionKit(Ambion,
Austin, TX,U.S.A.)sowiedieunter2.1.4genanntenOligonukleotideeingesetzt.Diedamit
synthetisierten siRNAswurdenbiszurVerwendungbei-80°Cgelagert.
Um Zellenzutransfizieren,wurdendieseamVortaggeteiltundineinerDichtevon20.000
Zellen/cm
2 in6-Well-Plattenausgebracht.F ü rdieTransfektion,dieanzweiaufeinander
folgendenTagendurchgeführtwurde,wurdenpro Well inderRegel100nMsiRNA
verwendet.DiesiRNAwurdedazuin144 µlOptiMEM®-Mediumverdünnt,ebensodas
TransfektionsreagenzOligofectamine(2,5 µlOligofectaminein13,5 µlOptiMEM®).
BeideAnsätzewurden5minbeiRaumtemperaturinkubiertundanschließendvereinigt.
DieseMischungwurdedannweitere20minbeiRaumtemperaturinkubiert.Inder
ZwischenzeitwurdendieZellenmitwarmemDMEMohneFCSgewaschen.Dannwurde
diesiRNA-Oligofectamine-Mischungzusammenmit640 µlDMEMaufdieZellen
gegebenundbei37°Cinkubiert.Nach4hwurden400 µlDMEMmit30%FCS
zugegeben,sodassdieFCS-Endkonzentrationwiederbei10%lag.AmTagnachder
zweiten Transfektionwurdendie Zellengeerntet.
UmdieEffizienzdes knockdownszutesten,wurdenquantitativeRT-PCRsdurchgeführt.
Fürden knockdown derFerrireduktasenundvonHIF-1 alsKontrollewurdenjeweilspro
GenzweiverschiedenesiRNA-Sequenzengetestet.DieSequenzmitdemstärkerenEffekt
wurdezurweiterenVerwendungausgewählt.AlsKontrolledienteeinesiRNA-Sequenz
gegen sima,dasDrosophila-HomologvonHIF.DieseSequenzzeigteineinem
DatenbankvergleichkeineHomologiezumhumanenGen.AlleverwendetenSequenzen
führtenzueinerVerringerungder Expressionvonmindestens70%.
2.8.5BehandlungvonZellenmitInhibitorenundanderenReagenzien
ZurUntersuchungdesEffektsvonverschiedenenReagenzienwieInhibitorenvonStoff-
wechselwegenoderreaktivenSauerstoffradikalenaufdieExpressionsmusterderZellen
wurdendieseSubstanzen(alleSigma,Taufkirchen)wiefolgtalskonzentrierteAusgangs-
lösungenangesetztundaufihreEndkonzentrationmitZellkulturmediumverdünntund
dannaufdieZellengegeben.2MaterialundMethoden
39
DP (2,2-Bipyridyl) 100mMinMethanol
DFO (Deferoxamine) 100mMinsterilemAquabidest.
DMOG (Dimethyloxalylglycin) 1MinDMSO
H2O2 (Wasserstoffperoxid);37% 10mMinsterilemAquabidest.
Ascorbat 0,5MinsterilemAquabidest.
3-Amino-1,2,4-Triazol 0,5MinsterilemAquabidest.
DPI (Diphenyleneiodoniumchloride) 10mMinDMSO
NMPG (N-(2-Mercaptopropionyl)glycin) 1MinsterilemAquabidest.
Apocynin 100mMinsterilemAquabidest.
2.8.6Hypoxie-Behandlung
ZurUntersuchungdesEffektsvonHypoxiewurdendieZellendirektvorVersuchsbeginn,
wennnichtanderserwähnt,einemMediumwechselunterzogenundanschließendsofortin
eineHypoxie-Kammer(LabotectInkubatorC42)gestellt.Hierwurdensiebei37°C,5%
CO2 sowie1% O2 fürdieangegebenen Zeiteninkubiert.
2.8.7ZellerntezurProteinanalysemittelsWesternBlot
ZurAnalysevonProteinenmittelsWesternBlotwurdendieZellenamVortraggeteiltund
ineinerDichtevonungefähr25.000Zellen/cm
2 im6-Well ausgebracht.Nach
entsprechenderBehandlung(sieheunter2.8.5und2.8.6)wurden siewiefolgtgeerntet:Die
ZellenwurdeneinMalkurzmitkaltemPBSgewaschenundanschließendin0,5mlkaltem
PBSaufEisabgeschabt.DieseZellsuspensionwurdeineinReaktionsgefäßü berführtund
bei2300 g abzentrifugiert.Der ÜberstandwurdeverworfenunddasPelletin100 µl
Lysispuffer(8MHarnstoff-Lösung,10%volGlycerin,1%SDS,5mMDTT,10mMTris
pH6,8,50mMPMSF,CompleteMini™ ProteaseInhibitorMix(Roche,Mannheim))
resuspendiert.DieSuspensionwurdedannbei-20°Ceingefroren.
ZurAnalysederProteinewurdendieLysatef ü r15minbei95°CaufdemHeizblock
erhitzt,anschließendaufEiswiederabgekühltunddieKonzentrationmitHilfedes D C-
ProteinReagentsPackage™ vonBio-Rad(München)nachderMethodevonLowry,
Rosebrough etal. (1951)bestimmt.
ZumLadenwurdendieProbenmit5µ lß -Mercaptoethanolund5µ lBromphenolblau
versetzt.3MaterialundMethoden
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2.8.8Immunhistochemie
FürdenimmunohistochemischenNachweisvonProteinenwurden20.000Zellenpro Well
ineiner24-Well-PlattemitCollagen-beschichtetenDeckgläsern ( 13mm)ausgebracht.
FürdieBeschichtungwurdendieDeckgläservordemAusbringenderZellenf ü r30min
beiRaumtemperaturmitCollagen(Sigma,Taufkirchen;Ausganglösungin0,1%
Essigsäuregelöst;dann1:100insterilemAquabidest.verdünnt)inkubiertund
anschließendkurzmitPBSgewaschen.Nach24herfolgteentwedereineInkubationunter
HypoxieodereineSuperfect-TransfektionderZellen.DieFixierungderZellenerfolgte
mitMethanol.DieZellenwurdenhierzueinMalmit0,01MPBSgewaschenundmit
100%Methanol überschichtet.Nach20minInkubationbei4 ° CwurdedasMethanol
abgesaugtunddieZellenf ü rweitere5minbei4 ° Cin50%Methanolinkubiert.
AnschließendwurdendieZellenkurzmitPBSgewaschenundf ü r10minbei
Raumtemperaturmit0,1%Triton/0,01MPBSpermeabilisiert.Dannfolgteeine
30minütigeInkubationmit Blocking Reagenz(5%BSA/PBS/0,01%Triton).Das
ReagenzwurdeanschließendverworfenunddieZellenmitdementsprechenden
PrimärantikörperinBSA/PBSf ü r1,5hbeiRaumtemperaturinkubiert.Nachweiteren
dreiWaschschrittenmit0,01MPBSundeinerweiterenInkubationmit Blocking Reagenz
folgtedieInkubationmitAlexa-gekoppeltenSekundärantikörpernf ü r2h.Anschließend
wurdendieZellenwiederumdreimalmitPBSgewaschen,dannwurdeDAPIzur
AnfärbungdesKerns(Verdünnung1:1000)zugesetzt.Nacherneutemdreimaligem
WaschenwurdendieDeckgläsermittelsAquaPolyMount™ (Polyscience,Warrington,PA,
U.S.A.)aufObjektträgerneingebettetundimFluoreszenz-Mikroskop(OlympusBX51)
analysiert.
2.9StatistischeAnalyse
ZurstatistischenAnalysewurdederungepaarteStudent‘st-TestzumVergleichzwischen
verschiedenenBehandlungenoderTransfektionenverwendet.DieDatensindals
MittelwertvondreiunabhängigenVersuchenmitStandardabweichungangegeben.Ein p-
Wert<0,05wurdealssignifikantbetrachtet(*),ein p-Wert<0,001alshochsignifikant
(**).3Ergebnisse
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3Ergebnisse
3.1RegulationvonHIFdurchSauerstoffradikale
3.1.1InduktionundStabilisierungvonHIFdurcheinAntioxidationsmittel
DieRollevonSauerstoffradikaleninderRegulationvonHIFwird,wieeinleitendbereits
erwähnt,inderLiteraturkontroversdiskutiert.UmdenEinflussvonROSaufdie
RegulationvonHIFzuuntersuchen,wurdenGlioblastomzellenzunächstmiteinem
Antioxidanz,demRadikalscavenger NMPG(N-(2-Mercaptopropionyl)glycin)behandelt
(Wiesener,Turley etal. 1998;SalcedaundCaro1997).NMPGenthälteineThiolgruppe,
dieals e
--Donorgruppefungierenkann(HorwitzundSherman2001).Unterphysiologi-
schenBedingungenwerdenSauerstoffradikalevorallemunterzweiVoraussetzungen
gebildet:unterNormoxiedurchdasEnzymNADPH-Oxidaseunddurchdiemito-
chondrialeAtmungskette.W ä hrendeinerReoxygenierungsphase,d.h.nachdemZellen
odereinGewebeeinehypoxischePhasedurchlaufenhabenundwiederzueinemphysio-
logischen pO2 zurückkehren,geschiehtdiesdurchdieXanthin-Dehydrogenase/Oxidase
undebenfallsdurchEnzymedermitochondrialenAtmungskette(Reviews:LiundJackson
2002;White2006).UnterbeidenBedingungenistnormalerweisekeinHIFinZellen
nachweisbar.DurchBehandlungderZellenmitdemROS-Scavenger sinktdie
KonzentrationanSauerstoffradikaleninderZelle.UmdieFolgendieserBehandlungzu
untersuchen,wurdeNMPGinverschiedenenKonzentrationendemZellkulturmedium
zugegebenunddieZellenwurdenunterNormoxieundHypoxieinkubiert.WieinAbb.2A
zusehen,istinderFolgeinNMPG-behandeltenG55TL-ZellenHIFauchunter
normoxischenBedingungendetektierbar.SelbstunterhypoxischenBedingungenf ü hrtdie
BehandlungmitdemAntioxidanzzueinerweiterenStabilisierungvonHIF-2 .DieHIF-
1 -Proteinmenge scheintdagegennichtweiteranzusteigen.Einesehrhohe Expressionvon
HIF-2 scheintzueinerReduktionderHIF-1 -ProteinmengeunterHypoxiezuf ü hren
(undumgekehrt).EinesolchereziprokeRegulationwurdemehrmalsbeobachtet(siehe
auchunter3.4.2)unddeutetaufeinegegenseitigeBeeinflussungderProteinexpressionvon
HIF-1 undHIF-2 hin.
DesWeiterenf ü hrteineBehandlungmitNMPGauchbeieinerReoxygenierungzueiner
StabilisierungvonHIF(Abb.2B).HierzuwurdendieZellenmit5mMNMPGimZell-3Ergebnisse
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kulturmediumf ü r6hunterhypoxischenBedingungeninkubiert,anschließendwurdensie
fürverschiedeneZeitspannenzwischen10und60minreoxygeniert.Esistdeutlichzu
erkennen,dassdasdurchHypoxie-BehandlunginduzierteHIFschonnach10min
InkubationunternormoxischenBedingungenstarkabgebautwird.BeiZugabedes
ScavengersdagegenbleibtdasProteinf ü rfast60minnachweisbar.EineReduktionder
Sauerstoffradikaledurchden Scavenger NMPGf ü hrtalsozueinemvermindertenAbbau
vonHIFnacheinerReoxygenierung.DieseVersuchedeutensomitan,dassSauerstoff-
radikaleunterNormoxieundHypoxiesowiebeiReoxygenierungzurDestabilisierungvon
HIFf ü hren.
3.1.2RegulationvonHIFdurch ErhöhungderSauerstoffradikale
UmdieRollevonSauerstoffradikalenweiterzuuntersuchen,wurdederROS-Gehaltim
nächstenVersuchexogenerhöht.DazuwurdeWasserstoffperoxid(H2O2)demZellkultur-
mediumzugegebenunddieZellendamitf ü r6hunternormoxischenbzw.hypoxischen
Bedingungeninkubiert.MansiehtindenuntersuchtenGlioblastom-Zelllinieneine
deutlicheVerminderungsowohlvonHIF-1 alsauchvonHIF-2 nachROS-Behandlung
(Abb.3).InAbb.3AistindenZelllinienG141,U87und229dieVerringerungderHIF-
1 -ProteinmengeunterHypoxiebesondersdeutlich.InU87istdarüberhinausauchein
AbbauvonHIF-2 unterNormoxiezusehen.DieuntersuchtenZelllinienzeigtendabei
eineunterschiedlicheSensitivität,teilweisef ü hrteschoneineZugabevon100 µM H2O2zu
einemAbbauvonHIF(G141,U87),teilweiseersteineDosisvon250 µM(G142,229).
A   B
Abb.2
EffektdesAntioxidanzNMPGaufHIFunterNormoxieundHypoxiesowienachReoxygenierung.
(A)WesternBlot:BehandlungvonG55TLmitdemRadikalscavengerNMPGindenangegebenen
KonzentrationenimMedium,Inkubationf ü r6hunterNormoxiebzw.Hypoxie(1% O2),anschließend
Ernte.(B)WesternBlot:BehandlungvonG55TLmit5mMNMPGimMediumf ü r6h,Inkubationunter
Normoxie(N)bzw.6hHypoxie(1% O2),anschließendReoxygenierungunterNormoxief ü r10 – 60min.
Ernte.
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DieRegulationvonHIF- istdesWeiterenauchdosisabhängig,wieinAbb.3Bf ü rzwei
Zelllinien,G55TLundU87,diemitansteigenden H 2O 2-Konzentrationen(100 µM,250
µM,500 µM)behandeltwurden,exemplarischgezeigt.
UmdiebiologischeRelevanzdesregulatorischenEffektsvonROSaufHIF-1 undHIF-2
zuprüfen,wurdeweiteruntersucht,wiesichdieserEffektaufdieExpressionvonHIF-
Targetgeneauswirkt.Dazuwurdeeinequantitative realtime PCRundeinLuciferase-
Reporter-Assaysdurchgeführt.Diequantitative realtime PCRermöglichteine
Bestimmungderrelativen ExpressionshöhederuntersuchtenGene,dadie Expressionshöhe
desuntersuchtenundunterschiedlichexprimiertenGensmitdereinesnicht-regulierten
HaushaltsgenswieHPRT (Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-Transferase)verrechnet
wird.SokonntedierelativeExpressionvonHIF-1 undHIF-2 sowierepräsentativer
HIF-TargetgenewieCAIX,GLUT-1undLDHimVerhältniszurExpressiondesHaus-
haltsgensHPRTuntersuchtwerden.DazuwurdendieZellenerneutmitverschiedenen
Konzentrationen H2O2 imZellkulturmediumbehandeltundf ü r6bzw.18hunterHypoxie
inkubiert.AnschließendwurdendieZellengeerntet,RNAisoliertundmittelsreverser
TranskriptionincDNAumgeschrieben.Abbildung4zeigt,dassdiemRNA-Expression
vonHIF-1 durchdieZugabevonSauerstoffradikalennichtverändertwird,die Expression
vonHIF-2 -mRNAsteigtsogarleichtan.DiereduzierteProteinmenge,dieimWestern
Blotdetektiertwird,istalsoaufeineposttranskriptionelleRegulationzurückzuführen.
Abbildung4zeigtaußerdem,dassalleuntersuchtenHIF-TargetgenedurchInkubation
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Abb. 3
RegulationvonHIF-1 und
HIF-2 nach exogener
Erhöhung der ROS:
(A)WesternBlot:Behandlung
von verschiedenen Glio-
blastom-Zelllinienmit H2O2 im
Medium,Inkubationf ü r6h
unterNormoxiebzw.Hypoxie
(1% O 2 ),anschließendErnte.
(B)WesternBlot:G55TLund
U87-Zellen behandeltmit
verschiedenenKonzentrationen
H2O2 imMedium,Inkubation
6hunterNormoxiebzw.
Hypoxie(1% O2),anschließend
Ernte.3Ergebnisse
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unterHypoxiesowohlf ü r6halsauchf ü r18hinduziertwerden.DieInduktionshöheder
einzelnenGenevariiertdabeistarkzwischeneinerVerdoppelungderrelativenLDH-
ExpressionunterHypoxiebishinzueiner120fachh ö heren ExpressionunterHypoxievon
CAIX.DieseInduktionwirdvorallemw ä hrendderl ä ngerenInkubationszeitdurchdie
AnwesenheitvonWasserstoffperoxiddosisabhängig signifikantreduziert.
DesWeiterenwurdeauchdieAktivitäteinesHRE-Promotor-ReportersinAn-bzw.
Abwesenheitvon H 2 O 2 ineinemLuciferase-Reporter-Assayuntersucht.DasHRE-
Reporter-KonstruktbestehtausdreiWiederholungendes Hypoxia-responsiveelement
HREausderPromotorregiondesHIF-TargetgensEPO.DieBindungsstellef ü rden
TransaktivatorSp1istdabeideletiert.EineAktivierungf ü hrtzurExpressiondesdahinter
kloniertenLuciferase-Konstrukts,sodassdiePromotoraktivität übereineZunahmeder
Luciferase-Aktivitätbestimmtwerdenkann.F ü rdiesenVersuchwurdendieZellen,wie
unter2.7.8beschrieben,transientmitdemHRE-Luciferase-ReportersowieeinemRenilla-
Luciferase-KonstruktzurinternenKontrolletransfiziert.DannwurdensieinAnwesenheit
von H2O2 für6hbzw.18hunterHypoxieinkubiertundanschließenddieReporteraktivität
bestimmt.Diesesinkt,wieinAbb.4Bzusehen,konzentrationsabhängig – dieInkubation
mit100 µM H2O2 führtzueinerHalbierungderReporter-Aktivitätnach18h,eineh ö here
Dosisvon250 µMzueinerweiterenVerringerung.
DieseVersuchezeigen,dassdieHIF-ProteinmengeinZellen,dieunter1%Sauerstoff
kultiviertwerden,durcheineErhöhungderSauerstoffradikaleimMediumreduziertwird.
DieseRegulationistsowohlaufHIF-ProteinebenealsauchbeiderExpressionvonHIF-
Targetgenenzubeobachten.DieHIF-mRNA-Expressionbleibtunbeeinflusst.3Ergebnisse
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3.1.3RegulationvonVEGFdurchROS
ImLaufederbeschriebenenVersuchewurdeauchderEinflussvonROSaufVEGF,ein
weiteresHIF-Targetgen,untersucht.Dabeizeigtesich,dassVEGFeineranderen
RegulationnachROS-Gabealsdie übrigenuntersuchtenGeneunterliegt:Wiein
Abbildung5zusehenist,steigtdieVEGF-mRNA-MengeunterHypoxiewiezuerwarten
sowohlnach6hwieauchnach18haufdasacht-biszehnfachedesNormoxiewertesan.
Nach H2O2-GabeunterHypoxiesteigendieWertejedochdosisabhängignochweiter(bei
250 µMnach6haufdasDoppeltederunbehandeltenZellen,nach18hbeigleicher H2O2-
Mengeaufdas1,5fache).AuchimLuciferase-Reporter-AssayistbeiVerwendungeines
VEGF-Promotor-Reporters,derdieSp1-Bindungsstelleenthält,eineErhöhungder
Luciferase-Aktivitätzuerkennen.WieAbbildung5Bzeigt,steigtdieAktivitätnach18h
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Abb. 4
KonzentrationsabhängigkeitderRegulationvon
HIF-Targetgenen. G55TL(A)quantitative real
time PCRnachBehandlungmitverschiedenen
Konzentrationen H 2O2 imMediumf ü r6bzw.18h
unterHypoxie ( )bzw.KontrolleunterNormoxie
( )bei37°C,anschließendRNA-IsolationundRT-
PCRmitdenjeweiligenunter2.1.4angegebenen
fw-undrev-Primern.RelativeExpressionim
VergleichzurHPRT-Expression.(B)Luciferase-
Reporter-Assay:Transfektionmit10ngHRE-
Luciferase-Reporter-Konstruktund1,5ngpSV40-
RLproWell.Behandlungmitverschiedenen
Konzentrationen H2O2 imMediumf ü r6hund18h
unterHypoxiebzw.KontrolleunterNormoxiebei
37°C,anschließendErnte.AnsätzeimTriplett.
BestimmungderLuciferase-AktivitätinRLU.
BerechnungderSignifikanzmitHilfedes
unabhängigenStudent’st-Test;*p<0,05;**p<0,0013Ergebnisse
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InkubationunterHypoxieohne H2O2aufdas13fachean,nachZugabevon100 µMbzw.
250 µM H2O2isteinweitererAnstiegaufdas18fachebzw.21fachezubeobachten.Der
Anstiegistzwarmitp>0,05nichtstatistischsignifikant,dieTendenzjedochinmehreren
Versuchenreproduzierbar.
3.1.4RegulationvonHIFdurchROSunterNormoxie
InderLiteraturwirddieWirkungvonSauerstoffradikalenkontroversdiskutiert.Sogibtes
einigeBeobachtungen(Richard,Berra etal. 2000;HaddadundLand2001;BelAiba,
Djordjevic etal. 2004),nachdeneneineZugabevonSauerstoffradikalenunterNormoxie
zueinerErhöhungderHIF-Proteinmengef ü hrt.Umdieszuuntersuchen,wurdenG55TL-
Glioblastomzellenmit100 µM H2O2 imMediumbehandeltundnachkurzenZeiträumen
(5minbis120min)Proteingeerntet.Abbildung6zeigt,dassesnach H 2O2-Behandlung
unterNormoxiezueinerkurzfristigenStabilisierungvonHIFkommt.DieseStabilisierung
istnurindenersten30minnachderexogenenErhöhungvonROSzubeobachten,danach
wirdHIFwiederdestabilisiertundabgebaut.
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Abb. 5
KonzentrationsabhängigeRegulationvon VEGF
durchROS. G55TL(A)quantitative realtime PCR
nachBehandlungmitverschiedenenKonzentra-
tionen H 2 O 2 imMediumf ü r6bzw.18hunter
Hypoxie ( )bzw.KontrolleunterNormoxie ( ),
anschließendRNA-IsolationundRT-PCRmit
PrimernVEGFfwundVEGFrevbzw.HPRTfw
undHPRTrev.RelativeExpressionimVergleich
zurHPRT-Expression.(B)Luciferase-Reporter-
Assay:Transfektionmit150ngVEGF-Luciferase-
Reporterkonstruktund1,5ngpSV40-RLpro Well.
BehandlungmitverschiedenenKonzentrationen
H2O2 imMediumf ü r18hunterHypoxie ( )bzw.
KontrolleunterNormoxie ( )bei37°C,
anschließendErnte.Ansätzeim Triplett.
BestimmungderLuciferase-AktivitätinRLU.
BerechnungderSignifikanzmitHilfedes
unabhängigenStudent’st-Test;*p<0,05.
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3.2ZeitdauerdesROS-Effekts,SerumeffekteundToxizität
Umauszuschließen,dassdiebeobachtetenEffektevonROSdurchToxizitätdes
zugegebenenWasserstoffperoxidshervorgerufenwurden,wurdefolgenderVersuchdurch-
geführt:DieZellenwurdenf ü r1hunterNormoxiemit100 µM H 2 O 2 behandelt,
anschließendwurdeeinMediumwechseldurchgeführt,dannwurdendieZellenf ü r
verschiedene Zeiträumezwischen30minund6hweiterunterNormoxieinkubiertunderst
imAnschlussdaranf ü r4hunterhypoxischenBedingungeninkubiert.WiemaninAbb.7
sieht,istbeieinerk ü rzerenVorinkubationvon0bis2heinedeutlicheReduktionvonHIF
zuerkennen,nachdiesemZeitrauml ä sstderEffektjedochnach.Nach2hVorinkubation
istdieProteinmengewiedervergleichbarmitderunbehandeltenKontrolle.DieserVersuch
zeigt,dassderdestabilisierendeEffektvonROSaufHIFaufbiszu2hprolongiertist,er
abernichtandieAnwesenheitvon H2O2 gebundenist.DietransienteNaturdesEffekts
zeigtzudem,dasses sichnichtumeineFolgeerhöhterToxizitäthandelt.
UmimWeiterenauszuschließen,dassdieUrsachederbeobachtetenRegulationennichtdie
unterUmständenimSerumenthalteneKatalase,diedieReaktion H 2 O 2  H 2 O+ O 2
katalysiert,ist,sondernessichumeinendirektdurch H 2O2 verursachtenEffekthandelt,
wurdenebenfallsmehrereKontrollversuchedurchgeführt.EshandeltsichbeiKatalaseum
eintemperatursensitivesEnzym,sodassdieimSerumenthalteneKatalasedurchdieim
LaborroutinemäßigdurchgeführteInaktivierungdesSerumsbei60°Cschondenaturiert
1% O2
Vorinkubation
HIF-1
Tubulin
100 µM H2O2
Mediumwechsel
-
-
+
+
+
+
+
-
+
+
+
+
+
+
+
+
1% O2
Vorinkubation
HIF-1
Tubulin
100 µM H2O2
Mediumwechsel
-
-
-
-
+
+
+
+
+
+
+
+
+
-
+
-
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
Abb. 7
DauerdesROS-EffektsaufHIF-1 : WesternBlot:
G55TLbehandeltf ü r1hunterNormoxiemit100 µM
H2O2 imMedium,anschließendMediumwechselund
Inkubationf ü rangegebeneZeiträume,dann4hunter
Hypoxie(1% O2),anschließendErnte.
HIF-1
Tubulin
0510203060120 min
HIF-1
Tubulin
0510203060120 min Abb. 6
HIF-RegulationdurchROSunterNormoxie:Western
Blot:BehandlungvonG55TLmit100 µM H2O2 imMedium
unterNormoxie(21% O2)f ü rdieangegebenenZeitspannen,
anschließend Ernte.3Ergebnisse
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seinsollte.TrotzdemwurdezurKontrolleeinVersuchinserumfreiemMediumdurch-
geführt.DazuwurdendieZelleninAb-bzw.Anwesenheitvon10%SerumimMediumf ü r
eineStundemitverschiedenenKonzentrationen H 2O 2 behandeltunddieZellenf ü r4h
unterHypoxieinkubiert.Abb.8zeigt,dassdieAbwesenheitvonSerumsogarzueiner
leichtenVerstärkungdesHIF-Abbausf ü hrt.Keinesfallsaberf ü hrteventuellimSerum
vorhandeneKatalasezudembeobachtetenEffekt.IneinemweiterenKontrollversuch
wurdendieZelleninnormalemserumhaltigemMedium,inserumfreiemMediumsowiein
AnwesenheitdesKatalase-InhibitorsAminotriazol(Margoliash,Novogrodsky etal. 1960;
Fandrey,Frede etal. 1994)wiedermit H2O2 inverschiedenenKonzentrationenbehandelt.
Nach1hwurdeeinMediumwechseldurchgeführtunddieZellenunterHypoxieinkubiert.
AuchdieszeigtekeineVeränderung(nichtgezeigt).MitdiesenVersuchenkannaus-
geschlossenwerden,dassdieAnwesenheitvonKatalaseimSerumzueinerProduktion
vonmolekularemSauerstoffimMediumf ü hrt.DieDatendeuteneheraufeineprotektive
RolledesSerumsimMediumhin,dader"ROS-Effekt"beiserumfreierVersuchs-
durchführungnochverstärktzuwerdenscheint.
3.3HerkunftderSauerstoffradikale
ZumBildungsortderHIF-regulierendenSauerstoffradikalegibtesinderLiteratur
verschiedeneModelle:SogibtesStudien,dief ü reineRolledermitochondrialen
Atmungskettesprechenundandere,dieeineBildungdurchdieNADPH-Oxidase
befürworten.UmdenderHIF-DestabilisierungdurchROSzuGrundeliegenden
Mechanismusweiterzuuntersuchen,wurdedieWirkungverschiedenerInhibitorender
mitochondrialenAtmungskettesowiederNADPH-OxidaseunterHypoxieuntersucht.
ZudiesemZweckwurdendieeinzelnenKomponentenderAtmungskettedurchspezifische
Inhibitorengehemmt.DieZellenwurdenf ü r6hunterNormoxiebzw.Hypoxiemitden
+ FCS -FCS
1% O2
H2O2
HIF-1
Tubulin
+ FCS -FCS
1% O2
H2O2
HIF-1
Tubulin
Abb. 8
EinflussvonSerumaufdieRegulationvon
HIFdurchROS.WesternBlot:Behandlungvon
G55TLmit H 2 O 2 inMediummitbzw.ohne
Serum,Inkubationf ü r4hunterHypoxie(1% O2),
anschließendErnte.3Ergebnisse
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InhibitorenRotenone(KomplexI),AntimycinAundMyxothiazol(Q0 bzw. Q 1 im
KomplexIII)inverschiedenenKonzentrationeninkubiert.Dabeisolltediejeweils
niedrigereverwendeteKonzentrationschonf ü reinevollständigeInhibitionder
Elektronentransportketteausreichendsein(Doege,Heine etal. 2005).Keinerdieser
InhibitoreninduzierteunterNormoxiedetektierbareMengenanHIF-1 (Abb.9A).Bei
einerInkubationunterHypoxie(1% O 2)warebenfallskeindeutlicherEffektzusehen
(nichtgezeigt),untermilderHypoxie(3% O 2)dagegenf ü hrtendieInhibitorenzueiner
DestabilisierungvonHIFimVergleichzurunbehandeltenKontrolle(Abb.9A).
UmdieRollederROS-ProduktiondurchdieNADPH-Oxidasezuuntersuchen,wurdedas
EnzymdurchdenspezifischenInhibitorApocyningehemmt.DazuwurdeApocyninin
verschiedenenKonzentrationendemMediumzugegebenunddieZellenunterNormoxie
undHypoxie(1% O 2 )inkubiert.WieinAbb.9Bzusehen,f ü hrteeineInhibitionder
NADPH-OxidasezueinerdosisabhängigenStabilisierungvonHIF-1 unterHypoxie,
unterNormoxiewarkeinEffektzusehen.
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Abb. 9
EffektvonInhibitorender
AtmungsketteundNADPH-
Oxidase aufHIF unter
NormoxieundHypoxie.
WesternBlots:(A)Behandlung
vonG55TLmitRotenone,
AntimycinAundMyxothiazolin
denangegebenenKonzentrationen
imMedium,Inkubationf ü r6h
unterNormoxie(21% O 2 )bzw.
Hypoxie(3% O 2 ),anschließend
Ernte.
(B)BehandlungmitApocyninin
denangegebenenKonzentrationen
imMedium,Inkubationf ü r6h
unterNormoxiebzw.Hypoxie
(1% O2), anschließend Ernte.
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3.4AbhängigkeitderHIF-RegulationdurchROSvonVHLundden
Prolylhydroxylasen
3.4.1AbhängigkeitvonVHL
UmdenderRegulationvonHIFdurchSauerstoffradikalezuGrundeliegenden
Mechanismusweiterzuuntersuchen,wurdenverschiedeneZellmodelleeingesetzt,in
denenanderHIF-RegulationbeteiligteFaktorendefektsind.MittelseinerNierenzell-
karzinomlinie(RCC10),dieVHL-defizientistundsomitkonstitutivHIFexprimiert,und
einerweiterenLinie,inderVHLrekonstituiertwurde(RCC10-63)(Krieg,Haas etal.
2000)konntedieAbhängigkeitdieses „ROS-Effekts“ vonVHLuntersuchtwerden.Dazu
wurdenbeideZelllinienmit H2O2 behandelt,unterNormoxiebzw.Hypoxieinkubiertund
anschließendmittelsWesternBlotuntersucht.WieinAbb.10zusehenist,wirdHIF-1
undHIF-2 indenRCC10-ZellenwiezuerwartennichtnurunterHypoxie,sondernauch
unterNormoxiestabilisiert.Darüberhinausunterliegteskeinersauerstoffabhängigen
Regulationmehr.InRCC10-63 ( VHL
+/+)dagegenistHIFnurunterhypoxischen
Bedingungennachweisbar,unterNormoxiewirddasProteinabgebaut.NachBehandlung
mit H 2O 2 zeigtsich,dassdieROS-SensitivitätderHIF-ExpressionvomVHL-Statusder
Zellenabhängigist:IndenVHL-defizientenRCC10-ZellenbleibtdieHIF-Proteinmenge
nach H 2 O 2 -Behandlungunverändert,inRCC10-63dagegenf ü hrtdie H 2 O 2 -Zugabezu
einerVerringerungdesHypoxie-induziertenHIF-Proteins.DieseBefundelegennahe,dass
VHLdendurchROS-ZugabeinduziertenProteinabbaumediiert.
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Abb. 10
AbhängigkeitderHIF-Regulation
vonVHL:WesternBlot:RCC10und
RCC10-63 (VHL rekonstituiert)
behandeltf ü r6hunterNormoxiebzw.
Hypoxie(1% O2)mit100 µM H2O2 im
Medium,anschließendErnte.3Ergebnisse
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3.4.2AbhängigkeitvondenProlylhydroxylasen
Außerdemsollteuntersuchtwerden,obdieserMechanismusPHD-abhängigist.Dazu
wurdenverschiedeneHIF-Konstruktegeneriert,mitdenendieZellentransienttransfiziert
wurden:ZumeinenWT-HIF-1 -undWT-HIF-2 -Konstrukte,dieV5-markiertsind,zum
anderenzweiMutanten.BeieinerderMutantensinddieProlylreste,andenennormaler-
weisedieHydroxylierungdurchdiePHDsstattfindet,zuAlaninmutiert,sodasssieeinem
PHD-vermitteltenAbbaugegenüberresistentsind(HIF-1 - PPundHIF-2 PP).Diese
KonstruktesindebenfallsV5-markiert.BeidenanderenMutantensindnebendiesen
ProlylrestenauchdieAsparaginreste,andenennormalerweiseFIH (factorinhibitingHIF)
bindet,soverändert,dasskeineErkennungmehrerfolgenkann(HIF-1 - PPAundHIF-
2 - PPA).DurchdieV5-MarkierungkannmaninAbbildung11zwischendemAnteilvon
endogenemundexogenem,transgenenHIFunterscheiden,daderV5-Antikörpernurden
exogenenAnteilerkennt,derHIF-1 -Antikörperjedochbeide.DieZellenwurdennunmit
diesenKonstruktentransienttransfiziertundunterNormoxieundHypoxiekultiviert.Als
KontrollendientenmitpcDNAtransfizierteZellen.Abb.11Azeigt,dassHIFdurcheine
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Abb. 11
Abhängigkeit der HIF-
RegulationvondenProlyl-
hydroxylasen:G55TL.Western
Blots:TransfektionmitV5-
markiertemWT-HIFbzw.HIF
mitmutiertenProlyl-bzw.
Asparagylresten(HIF- PP,HIF-
PPA)
(A)transienteTransfektionmit
WT-HIF;HIF- PPundHIF-
PPA;Inkubationf ü r6hunter
Normoxiebzw.Hypoxie.
(BundC)transienteTrans-
fektionmitWT-HIFundHIF-
PP.Behandlungmit100 µM
H2O2 imMediumf ü r6hunter
Hypoxie,anschließendErnte.
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InkubationunterHypoxieinduziertwird.EineMutationderProlylrestef ü hrtzueiner
StabilisierungvonHIF-1 undHIF-2 auchunterNormoxie.EinezusätzlicheMutation
derFIH-Bindungsstellef ü hrthierjedochzukeinerweiterenStabilisierung.
Umnunzuuntersuchen,obdieHIF-RegulationdurchROSvoneinerAktivitätderPHDs
abhängigist,wurdenZellentransientmitdenbeschriebenenHIF- PP-Konstrukten
transfiziertundmitROSbehandelt.InAbb.11BundCistzusehen,dassdurch H2O2-Gabe
eineVerminderungsowohlvonHypoxie-induziertemHIF(indermitpcDNA
transfiziertenKontrolle)alsauchvon überexprimiertemWT-HIFvermitteltwird.HIF- PP
dagegenwirdnach H2O2-Gabenichtdegradiert.BetrachtetmannurdasexogeneHIF,das
mitdemV5-Antikörperdetektiertwurde,soistbesondersdeutlichzusehen,dasseine
MutationderProlylrestezueinerUnempfindlichkeitgegenüber H 2 O 2 f ü hrt.Diesgilt
sowohlf ü rHIF-1 (Abb.11B)alsauchf ü rHIF-2 (Abb.11C).DieserVersuchzeigt,dass
eineHydroxylierungdurchdiePHDseineVoraussetzungf ü rdendurchROSinduzierten
HIF-AbbauistunddieserMechanismussomit überdieProlylhydroxylasenvermitteltzu
werdenscheint.
UmdieseAbhängigkeitvondenProlylhydroxylasenweiterzuuntersuchen,wurdendie
Enzymeineinemn ä chstenVersuchdirektinhibiert.DadiePHDs2-Oxoglutaratals
Kosubstratbenötigen,istesm ö glich,siedurchZugabeeinesAnalogons,
Dimethyloxalylglycine(DMOG),zuinhibieren,sodasseinHIF-AbbauunterNormoxie
verhindertwird.Esistweiterhinbekannt,dassdieAktivitätderPHDsbeimAbbauvon
HIFeisenabhängigist.CheliertmanEisenimZellkulturmedium,sokannebenfallsdurch
InhibitionderPHDsauchunternormoxischenBedingungenHIFinduziertwerden.Als
EisenchelatorenwurdenDipyridyl(DP)undDeferoxamine(DFO)verwendet.DieZellen
wurdenunterNormoxiemitdemInhibitorbzw.denEisenchelatorensowie H 2 O 2 im
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21% O2
100 µM H2O2 - + - - + -+
DFO DP DMOG
HIF-2
Tubulin
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Abb. 12
AbhängigkeitderHIF-Regulationvon
denPHDs:WesternBlot:Behandlungvon
G55TLmitEisenchelatoren(100 µMDFO
bzw.100 µMDP)bzw.einem2-Oxo-
glutarat-Analogon(100 µMDMOG)und
100 µM H 2 O 2 imMediumf ü r6hunter
Normoxie,anschließendErnte.3Ergebnisse
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MediuminkubiertundanschließendmittelsWesternBlotanalysiert.Abb.12zeigt,dass
eineZugabedes2-Oxoglutarat-AnalogonsDMOGzueinerInduktionvonHIFunter
normoxischenBedingungenf ü hrt.DieseInduktionzeigtkeineSensitivitätgegenüberROS,
waseinweiteresIndizf ü rdieAbhängigkeitdesROS-induziertenHIF-Abbausvonden
PHDsist.DesWeiterenistinAbb.12zuerkennen,dassnacheinerZugabederEisen-
chelatorenDFOundDPHIFunterNormoxienachweisbarist.Hieristzusehen,dassDFO-
induziertesHIFnach H 2 O 2 -Zugabeabgebautwird,DP-induziertesjedochnicht.Auch
niedrigereKonzentrationenvonDPf ü hrtenzueinerstabilenInduktionvonHIF,diedurch
ROS-Behandlungnichtreduziertwurde(nichtgezeigt).DerUnterschiedzwischenden
ChelatorenliegtimRedox-ZustanddescheliertenEisens:DPcheliertzweiwertigesEisen,
DFOdagegendreiwertigesEisen (www.sigmaaldrich.com) – dieunterschiedlicheROS-
abhängigeSensitivitätderHIF-ProteinmengescheintalsoaufeinenUnterschiedimRedox-
ZustanddesvorliegendenEisenszurückzuführenzusein.
DerRedox-ZustandderZellenisteinwichtigerFaktorinderRegulationvon Enzymenund
anderenMolekülenundwirdunteranderemdurchdieAktivitätreduzierenderEnzymewie
derSuperoxid-DismutaseoderderGlutathion-PeroxidaseundderAnwesenheitvon
ReduktionsmittelnwieAscorbatbestimmt.
3.5AbhängigkeitderHIF-RegulationvonRedox-ZustandderZelle
3.5.1RegulationvonHIFdurchAscorbat
Esistbekannt,dassAscorbatdiePHD-Aktivitätreguliert – vermutlich übereine Erhöhung
desFe
2+-GehaltesderZelle(Knowles,Raval etal. 2003).UmdenEinflussdesRedox-
ZustandesderZellenzuuntersuchen,wurdendieZellendeshalbmitAscorbatbehandelt.
UntersuchtwurdedieWirkungvonAscorbatunterHypoxiesowieunterNormoxieauf
durchPHD-InhibitionundHypoxieinduziertesHIF.InAbb.13istzusehen,dasswieder
alleBehandlungen(InkubationmitDFO,DPundDMOGsowieeineInkubationunter
Hypoxie)zueinerHIF-Induktionf ü hren.DieAscorbat-Gabef ü hrtzueinerDestabili-
sierungvonHIFunterHypoxie,DFO-induziertesHIFwirdebenfallsdurchAscorbat
abgebaut.DMOG-undDP-induziertesHIFwirdanalogzudennach H 2O 2-Behandlung
beobachtetenEffektennichtabgebaut.DieseVersuchebestätigen,dassAscorbateinen
EinflussaufdieRegulationvonHIF-Proteinmengen – vermutlich übereinedirekteoder
indirekteAktivierungderPHDs – hat.3Ergebnisse
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ÜberraschenderweisehatalsodieBehandlungmitdemReduktionsmittelAscorbatund
eineBehandlungmitROS,dieoxidativwirken,einen ähnlichenEffektaufdurchHypoxie
oderdurchZugabevonEisenchelatoreninduziertesHIF.BeideSubstanzenbeeinflussen
vermutlichdenRedox-ZustanddesinderZellevorliegendenEisens,dasinzweiwertiger
FormvondenProlylhydroxylasenalsKofaktorbenötigtwird,jedochinunterschiedlicher
Weise.DieSauerstoffradikalewirkenvermutlich übereinenweiteren(indirekten)
Mechanismus,dertrotzihrerEigenschaftenalsOxidanzienzueinerReduktionvonEisen
führt.
3.5.2UntersuchungenzumEisengehaltderZellen
UmdieseTheseweiterzuuntersuchen,wurdenuneinVersuchsaufbauetabliert,mitdem
derEisengehaltderZellenunddieWertigkeitdesvorliegendenEisensuntersuchtwerden
konnte.AlsIndikatorwurdeNatriumbathophenanthrolinsulfonat,einchromogenerEisen-
chelator,verwendet,mitdessenHilfederintrazelluläreEisengehaltphotometrisch
bestimmtwerdenkonnte.DazuwurdendieZellenunterNormoxiebzw.Hypoxiemit
100 µM H 2 O 2 oder100 µMAscorbatbehandelt,anschließendgeerntet,dieAnsätze
halbiertunddieZellenunterZugabevonSalzsäureaufgebrochen.Dannwurdeinjeweils
einemAliquotproAnsatzdasgesamtevorhandeneEisendurchdieZugabevonhoch-
konzentriertemAscorbatzuFe
2+ reduziert,sodassindieserProbederGesamteisengehalt
bestimmtwerdenkonnte.AusderDifferenzzwischendemGehaltanFe
2+ unddem
GesamteisengehaltkonntesoauchderGehaltanFe
3+ indenZellenbestimmtwerden.
Abbildung14zeigt,dassunternormoxischenBedingungenetwa10%desinderZelle
vorhandenenEisensinderreduziertenFormvorliegt.Wiezuerwartenf ü hrteine
-+  -+   -+ -+ -+ 100 µMAscorbat
1% O2 21% O2
DFO DP DMOG
HIF-1
Tubulin
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Abb. 13
HIF-Regulation durch Ascorbat:
WesternBlot:BehandlungvonG55TL
mitEisenchelatoren(100 µMDFObzw.
100 µMDP)bzw.einem2-Oxoglutarat-
Analogon(100 µMDMOG)und
100 µMAscorbatimMediumf ü r6h
unterNormoxiebzw.Hypoxie(1%O2),
anschließendErnte.3Ergebnisse
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BehandlungmitdemReduktionsmittelAscorbatzueinerZunahmeanzweiwertigemEisen
indenZellen.UnterHypoxie,alsoreduzierendenBedingungen,inkubierteZellen
enthaltenebenfallseinenh ö herenAnteilzweiwertigenEisensalsunterNormoxie
inkubierte(etwa40%).Auchhierf ü hrteeineBehandlungmitAscorbatzueinerweiteren
ZunahmeanzweiwertigemEisenauf über50%.In ÜbereinstimmungmitderHypothese,
dasseseinenROS-vermittelteneisenreduzierendenEffektgibt,f ü hrteauchdie
Behandlungmit H 2O2 unterHypoxiezueinerstarkenZunahmeanzweiwertigemEisen.
Hierlag über90%des EisensinreduzierterFormvor.
DieZugabevonAscorbatund überraschenderweiseauchvon H 2O2 führtsomitzueiner
ErhöhungdesintrazellulärenFe
2+-Gehaltes.
Abb. 14
EisengehaltderZellen.Inkubation
vonG55TLmit100 µMAscorbat
bzw.100 µM H 2 O 2 f ü r6hunter
Normoxie(21% O2)undHypoxie(1%
O2).AnschließendErnteundphoto-
metrischeBestimmungdesEisen-
gehalts.AlleVersuchewurdenmind.
dreiMalwiederholt,dieAbbildung
zeigteinenrepräsentativenVersuch.
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3.6DieFerrireduktasenalsKandidatenzurRegulationder Prolylhydroxylasen
3.6.1IdentifizierungderFerrireduktasenmittelsDatenbankrecherche
BeiderSuchenacheinemZusammenhangzwischenderWertigkeitdesinderZelle
vorliegendenEisens,descheliertenEisens,demRedox-ZustandderZelleundROS-Gabe
inBezugaufdiebeobachteteSensibilitätvonHIFsindwirbeieinerDatenbankrecherche
aufdieFamiliederFerrireduktasengestoßen.DiezugrundeliegendeIdeedabeiwar,dass
eseinenModulatorf ü rdenbeobachtetenEffektgebenmuss:DieZugabevonexogenen
ROS,dieeineoxidierendeWirkunghaben,f ü hrtezueinerZunahmeanzweiwertigem
EiseninderZelle,dasheißtzueinerReduktion.DadiesnichtdurcheinedirekteWirkung
zuerklärenist,k ö nnteeineenzymatischeReaktionzugrundeliegen,diedurchROS
aktiviertwirdundzurReduktionvonEisenf ü hrt.
UmdieseHypotheseeinerInduzierbarkeitvoneisenreduzierenden EnzymendurchROSzu
untersuchen,wurdeeinFerrireduktase-AssayzurMessungderEnzymaktivitätnacheiner
Behandlungmit H 2 O 2 undAscorbatnachOhgami,Campagna etal. (2005)inleicht
modifizierterFormdurchgeführt.Umzuvermeiden,dassnacheinerBehandlungmit H2O2
oderAscorbatdergemesseneFe
2+-AnteilauseinerdirektenModifikationdesindenZellen
vorhandenenEisensresultiert,wurdendieZellennachderBehandlungmehrmals
gewaschen,geerntetundanschließendvorderBestimmungderEnzymaktivitätlysiert
(siehe2.7.10).SokonntedieAktivitätderEnzymeimZelllysatbestimmtwerden.Abb.15
zeigtdieErgebnissedesFerrireduktase-AssaysnacheinerBehandlungmitROS:Eine
ZugabevonexogenenSauerstoffradikalenf ü hrtzueinerZunahmederFerrireduktase-
Aktivitätaufdas2,5fache.EinenochdeutlichereErhöhungwirddurchdieZugabevon
Ascorbatinduziert.
0
0,5
1
1,5
2
2,5
3
3,5
4
4,5
5
K H2O2 Ascorbat
0
0,5
1
1,5
2
2,5
3
3,5
4
4,5
5
K H2O2 Ascorbat
Abb. 15
Ferrireduktase-AktivitätnachInkubationmitROS.
Inkubationmit250 µM H2O2 bzw.100 µMAscorbatf ü r90
minunterNormoxie,anschließendErnte,LyseundMessung
derFerrireduktase-Aktivität.3Ergebnisse
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EineZugabevonROSscheintalsotatsächlicheineenzymvermittelteeisenreduzierende
Aktivitätzuinduzieren.DarüberhinauswirdauchdurchZugabevonAscorbatzum
ZellkulturmediumeineEnzymaktivitätinduziert,dieinAbwesenheitderSubstanz
ebenfallsnochmessbarist.DasvermittelndeEnzymm ü sstealsoreduzierendeAktivität
sowieeineAktivierbarkeitdurchSauerstoffradikalezeigen.
DieProteinfamiliederFerrireduktasenk ö nntedieseEigenschaftenhaben.DieEnzyme
dieserFamiliehabeneineHomologiezuCytochromb561(Cytb561),einem
Transmembranprotein.Cytb561findetsichhauptsächlichinderMembranvon
Katecholamin-sezernierendenVesikelninderHypophyseundderNebennieresowie
anderenneuroendokrinenGeweben(FlatmarkundTerland1971).DasEnzymtransportiert
Reduktionsäquivalente überdieMembran,welchef ü rdieRegenerationvonAscorbat
notwendigsind(Srivastava1995).AlsFerrireduktasenwurdedieFamilieerstmalsnach
derIdentifizierungdesCytb561-HomologsDcytb(duodenaleCytochrom b Reduktase)
bezeichnet,dasimDuodenumdieReduktionvonschwerl ö slichemdreiwertigem Eisenzu
zweiwertigemEisenkatalysiert(McKie,Barrow etal. 2001).Nebendiesenbeiden
ProteinengibtesnochdreiweiterehumaneHomologe,dieallediekonserviertecytb561-
Domäneaufweisen: Cytochromeb-561domaincontaining 1 (Cytb561D1), Cytochromeb-
561domaincontaining 2 (Cytb561D2)unddasAscorbat-abhängigeCytochrom3
(CyAsc3) (www.ensembl.org; Tsubaki,Takeuchi etal. 2005).EineweitereDatenbank-
RechercheergabfolgendeEigenschaftenf ü rdieHomologe:
 Cytb561:Ferrireduktase-Aktivitätnachgewiesen(Vargas,Herpers etal. 2003)
 Dcytb1:duodenaleCytochrombReduktase1;durchHypoxieundEisenmangel
reguliert(Latunde-Dada,VanderWesthuizen etal. 2002);Expressionin
verschiedenenOrganen(unteranderemimGehirn(McKie,Latunde-Dada etal. 2002)
undimLungenepithel(Turi,Wang etal. 2006));Ferrireduktase-Aktivität
nachgewiesen(McKie,Barrow etal. 2001)
 Cytb561D1:bishernichtbeschrieben
 Cytb561D2:putativerTumorsuppressor(LermanundMinna2000)bisheristnurdas
Maushomolog101F6beschrieben(Chow,Lo etal. 2004)
 CyAsc3:Ascorbat-abhängigesCytochrom3;bishernichtbeschrieben3Ergebnisse
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Diekonserviertecytb561-DomänebestehtaussechsputativenTransmembrandomänenmit
vierHistidinresten,diepotentielleLigandenf ü rzweiH ä mgruppendarstellen.Auchdie
Bindungsstellenf ü rAscorbatundSemidehydroascorbatsindteilweisekonserviert
(Bashtovyy,Berczi etal. 2003).DieBindungvonAscorbatalsReduktionsäquivalentist
dabeigewebespezifischundkonntebeispielsweisenurf ü rdasimDuodenum
nachgewieseneDcytbgezeigtwerden,imLungenepitheldagegennicht(Turi,Wang etal.
2006).
DieFamilieweistkeinesignifikanteHomologiezuanderenbeschriebenenFerrireduktasen
inHefeoderPflanzenauf.InM ä usenundDrosophilaisteinverwandtesProtein, sdr2,das
ebenfallsalsFerrireduktasebeschriebenwurde,bekannt(Shirozu,Tada etal. 1996;
Ponting2001).K ü rzlichwurdedanebeneineweitereFerrireduktaseidentifiziert, steap3,
diedieAufnahmevonTransferrin-gebundenemEisenvermittelt. Steap3 gehörtnichtzur
cytb561-FamilieundisteinNADPH-abhängigesEnzymmitnureinerH ä mbindungsstelle
(Ohgami,Campagna etal. 2005).
DiebeschriebenenEigenschaftenmachendieFerrireduktasen(FR)zuinteressanten
Kandidatenf ü rweitereUntersuchungen,denneinEnzymsystem,dasinAbhängigkeitvon
AscorbatoxidiertesdreiwertigesEisenzuzweiwertigemEisenreduziert,w ü rdeeine
Erklärungf ü rdievergleichbareWirkungvonROSundAscorbataufdenRedox-Zustand
des Eisensliefern.DurcheineerhöhteAktivitätderFerrireduktasennachderBildungoder
exogenenZugabevonROSl ä gevermehrtFe
2+ indenZellenvor,wodurchdieAktivität
Abb. 16
ProteindomänenderCytb561-Familie
(nachDatenaus:Srivastava,Duong etal. 1984;Ponting2001;Bashtovyy,Berczi etal. 2003)3Ergebnisse
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derPHDserhöhtundHIFinverstärktem Maßeabgebautw ü rde.
3.6.2KlonierungderKandidatengene
UmdiepotentielleRolledieserKandidatenzuuntersuchen,wurdendiegenanntenGene
auscDNAbzw.aus überdasRZPDbezogenenIMAGE-Klonenkloniert.Dazuwurdendie
ausderDatenbankbekanntenSequenzenmittelsgeeigneterPrimerausdenPlasmidenbzw.
ausmittelsreverserTranskriptionausZellengewonnenercDNAamplifiziert.
AnschließendwurdendiegewonnenenAmplifikatemitHilfedesDirectionalTOPO®
ExpressionKit(Invitrogen,Carlsbad,CA,U.S.A.)V5-markiertundindenpcDNA3.1-
Vektorkloniert.DabeiwurdeaucheineKozak-SequenzzumTranslationsstartindie
Expressionsplasmideinseriert(Kozak1987).DieSequenzendersogewonnenenPlasmide
wurdenmittelsSequenzierung überprüft.
DieExpressionderkloniertenGenewurdemittels in-vitro-Transkriptionund-Translation
überprüft.DiedabeisynthetisiertenProteinewurden überein12%igesdenaturierendes
AcrylamidgelaufgetrenntundmittelsWesternBlot übereineBindungdesV5-Antikörpers
detektiert(nichtgezeigt).Umzuuntersuchen,obeineExpressionderputativenFerri-
reduktasenzueinerReduktionvonEisenindenuntersuchtenGlioblastomzellenf ü hrt,
wurdeeinFerrireduktase-AssaymodifiziertnachOhgami(2005)durchgeführt.Bisherwar
eineeisenreduzierendeAktivitätnurf ü rDcytb(McKie,Barrow etal. 2001)undCytb561
(Vargas,Herpers etal. 2003)nachgewiesenworden.F ü rdenAssaywurdendieZellenmit
denverschiedenenKonstruktentransienttransfiziert.AlsKontrolledientenmitpcDNA
transfizierteZellen.AmfolgendenTagwurdendietransfiziertenZellenmitFe
3+-NTAund
FerrozinalschromogenemEisenchelatorinkubiert.DieBildungvonFe
2+ wurdephoto-
metrischbestimmt.Abb.17zeigt,dasseine ÜberexpressionderputativenFerrireduktasen
inallenF ä llenzueinererhöhtenFe
2+-Produktionf ü hrte.DieseErhöhungwarmit
AusnahmedermitCytb561D2transfiziertenZellenf ü ralleKonstruktesignifikantim
VergleichzudenmitpcDNAtransfiziertenZellen(p<0,05).Damitistgezeigt,dassdie
ExpressionderidentifiziertenKandidatentatsächlicheineeisenreduzierendeAktivitätin
Glioblastomzelleninduziert.3Ergebnisse
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3.6.3  ExpressionderFerrireduktasen
RegulationdurchNormoxieundHypoxie
InderLiteraturistf ü rDcytbinduodenalenVillieineHypoxie-Regulationbeschrieben
(Latunde-Dada,VanderWesthuizen etal. 2002).UmdieendogeneExpressionder
FerrireduktaseninGlioblastomzellenzuuntersuchen,wurdevonmehrerenGlioblastom-
liniensowievonHUVEC-Zellen ( humanumbilicalveinendothelialcells,primäre
EndothelzellenausderNabelschnur)nachInkubationf ü r18hunterNormoxiebzw.
HypoxieRNAisoliert,incDNAtranskribiertundeinequantitative realtime PCR
durchgeführt.SokonntedieExpressiondereinzelnenGeneimVergleichzurExpressions-
höhedesHaushaltsgensHPRTbestimmtwerden.
EineAnalysederExpressionallerKandidatenunterNormoxieundHypoxiezeigtesehr
großezellspezifischeUnterschiede.SounterscheidetsichinsbesonderedieExpressions-
höhevonCytb561D1zwischendenuntersuchtenZelllinienumbiszusechslog-Stufen:In
denZelllinienG55TL,G142undU87istdasGensehrhochexprimiert(Abb.18A:
logarithmischeAchsenskalierungf ü rCytb561D1;alle übrigenDiagrammenormale
Skalierung),inHUVECundden übrigenuntersuchtenGlioblastom-Zelllinienistdie
Expressiondagegendeutlichniedriger.Cytb561istimGegensatzdazuinebendiesen
ZelllinienmitniedrigerCytb561D1-Expressionvergleichsweisehochexprimiert(HUVEC,
G120,229),sodassessichumeinealternativeExpressionderbeidenFerrireduktasen
handelnk ö nnte.Cytb561D2istinallenuntersuchtenZelllinienexprimiert,besondershoch
inU87-ZellenunterNormoxie.CyAsc3istebenfallsinallenuntersuchtenZelllinienin
vergleichbaremNiveaunachweisbar,inG120-Zellenistdarüberhinauseine
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Abb. 17
Ferrireduktase-Assay
Untersuchung der Funktionalität der
Kandidatengene.TransienteTransfektionmit
1,5 µgPlasmid-DNA,Inkubationf ü r24h,
anschließendMessungderFerrireduktase-
Aktivität.AnsätzeimTriplett.Berechnungder
SignifikanzmitHilfedesunabhängigenStudent’s
t-Test;*p<0,05.3Ergebnisse
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HochregulationunterNormoxiezuerkennen.InU87-Zellenistnebendererwähnten
Cytb561D1-undCytb561D2-ExpressionaucheinevergleichsweisehoheExpressionvon
Dcytbzusehen.
InsgesamtsiehtmankeineeindeutigeRegulationdurchHypoxie,sondernehereinesehr
zellspezifischeRegulation.
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Abb. 18
ExpressionderFerrireduktasenunterNormoxieund
Hypoxie. Quantitative realtime PCR.Inkubationunter
Hypoxie ( )(1% O 2 ),KontrolleunterNormoxie ( ),
anschließendRNA-IsolationundRT-PCRmitdenjeweiligen
unter2.1.4angegebenenfw-undrev-Primern.Expressionim
VergleichzurHPRT-Expression.
(A)verschiedeneZelllinien;Inkubationf ü r18hunter
NormoxieundHypoxie.(B)G55TL.Inkubationf ü r4h,8h,
12h,18hund24hunterHypoxie;relativeExpressionim
Vergleich zu unter Normoxie inkubierten Zellen ( ).3Ergebnisse
62
SowirdCytb561beispielsweiseinG55TL-ZellendurchHypoxieinduziert(4fach),in
G120,G123und229uwirddiesesGendagegeneinerreprimiert.Cytb561unterliegt
dagegeninG55TL(undG142)einerHypoxie-induziertenRepression,indenanderen
untersuchtenZelllinienhatderSauerstoffgehaltweniger Einflussaufdie Expressionshöhe.
DieExpressionvonCytb561D2wirdindenmeistenderuntersuchtenZellliniendurch
Hypoxiewenigbeeinflusstoderreprimiert(U87).Ein ähnlichesBildzeigte sichf ü rDcytb,
dasinU87unterHypoxiesogarsehrdeutlichniedrigerexprimiertist.CyAsc3wirddurch
18stündigeHypoxie-BehandlunginzweiZelllinien(G55TL,G123)induziert,indenf ü nf
anderenuntersuchtendagegenreprimiert.
Umzuuntersuchen,obdieRegulationdurchk ü rzereoderl ä ngereInkubationunter
Hypoxiebeeinflusstwird,wurdenexemplarischzweiZelllinien,G55TLundG141,f ü r
verschiedeneZeitspannenunterHypoxieinkubiert.Dazuwurdenach4h,8h,12h,18h
und24hHypoxiesowievonunterNormoxieinkubiertenZellenRNAisoliertundwieder
einequantitative realtime PCRdurchgeführt.Abb.18Bzeigt,dassdiemRNA-Expression
vondreiderf ü nfuntersuchtenFerrireduktaseninG55TLimVergleichzurNormoxie
durchHypoxieleichtinduziertwird,dieseRegulationabernurtransientzuseinscheint:
Cytb561undCytb561D2werdennacheinerHypoxie-Inkubationf ü r18hbzw.24h
induziert,Cytb561D1dagegennurnacheinerk ü rzerenInkubationunterHypoxie.
Cytb561D2undDcytbwerdendarüberhinausnach8bzw.18hInkubationunterHypoxie
geringerexprimiertalsunterNormoxie.AlsKontrollef ü reineHypoxie-Induktionvon
GenenimAllgemeinenwurdehierdieExpressionvonCAIXuntersucht.WieAbb.18B
obenzeigt,wurdediesesGendurcheineInkubationunterHypoxiezeitabhängiginduziert.
AuchinderGlioblastom-LinieG141warzukeinemuntersuchtenZeitpunkteinestarke
Regulationzuerkennen(nichtgezeigt).
Zusammenfassendl ä sstsichsagen,dassdieRegulationderFerrireduktasenauf
transkriptionellerEbenestarkzellspezifischist.DieExpressionshöhenunterscheidensich
sehrstarkzwischendeneinzelnenZelllinien.InsbesondereCytb561undCytb561D1
scheinenalternativexprimiertzuwerden.EineInkubationunterHypoxief ü hrtineinigen
ZelllinienzueinerRepressioneinzelnerFerrireduktasen.Darüberhinausisteinezeit-
abhängigeRegulationunterHypoxiezubeobachten.3Ergebnisse
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LokalisationderFerrireduktasen
ZurweiterenCharakterisierungderFerrireduktasenwurdeihrezelluläreLokalisation
mittelsimmunhistochemischemNachweisuntersucht.DazuwurdendieFerrireduktasen-
Kandidatentransientwieunter2.8.3beschriebeninG55TL-Zellentransfiziert.Als
KontrolledientenmitpcDNAtransfizierteZellen.24hnachderTransfektionwurdendie
ZellenmitMethanolfixiertunddieKonstrukteanhandihrerV5-Markierungmitdem
entsprechendenAntikörperdetektiert.
Abb.19zeigtdieLokalisationderFerrireduktasenimFluoreszenzmikroskopinden
untersuchtenZellennachBehandlungmiteinemV5-AntikörpersowieeinemAlexa-568-
markiertenSekundärantikörper.InrotsinddabeidieFerrireduktasenangefärbt,inblaudie
ZellkernemitDAPI. Esistzusehen,dassCytb561,Cytb561D2undCyAsc3hauptsächlich
imZytoplasmalokalisiertsind.Cytb561D1istebenfallsimZytoplasmadetektierbar,
jedochmiteinerperinukleärenAkzentuierung.Dcytbist,wieauchinderLiteratur
beschrieben,sowohlzytoplasmatischalsauchinderMembrandetektierbar(McKie,
Barrow etal. 2001).InderKontrolle,denmitdempcDNA-VektortransfiziertenZellen,ist
keineAlexa-586-Färbungzuerkennen.
Abb. 19
LokalisationderFRnach Überexpression.TransienteTransfektionderG55TL-ZellenmitV5-
markiertenFerrireduktase-Konstrukten,immunhistochemischeF ä rbungmitAntikörpergegenV5und
DAPI-Kernfärbung(40facheVergrößerung).
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3.6.4  EinflussderFerrireduktasenaufHIFundHIF-Targetgene
Umzuuntersuchen,obdieFerrireduktasentatsächlicheinen EinflussaufdieStabilitätvon
HIFhaben,wurdemittelsWesternBlotderEffekteiner Überexpressionderputativen
Ferrireduktasenuntersucht.DazuwurdenzweiverschiedeneDNA-Konzentrationender
KandidatengenetransientinG55TL-Zellentransfiziert,amfolgendenTagwurdendie
Zellenf ü r6hunterHypoxieinkubiertundanschließendgeerntet.InAbb.20Aistzu
sehen,dasseine ÜberexpressionderuntersuchtenGenezumTeilzueinerMinderungder
Hypoxie-induziertenHIF-Expressionf ü hrt:Eine ÜberexpressionvonCytb561D1f ü hrtzu
einerdosisabhängigenDestabilisierungvonHIF.Die ÜberexpressionvonCytb561D2
führtebenfallszueinerVerringerungderHIF-Proteinmenge.AuchdieTransfektionmit
CyAsc3sowieDcytbf ü hrtzueinemleichtenAbbaudesProteins.Eine Überexpression
vonCytb561dagegenhatkeinen sichtbarenEffektaufdieStabilitätvonHIF. MitHilfedes
AntikörpersgegendieV5-MarkierungderPlasmidekonnteaußerdemdie Expressionshöhe
dereinzelnenTransgeneuntersuchtwerden.Sowarinsbesonderediegebildete
ProteinmengevonCytb561(27,6kDa)undDcytb(31,6kDa)sehrhoch,Cytb561D1(25,4
kDa)undCytb561D2(23,9kDa)wurdendeutlichgeringerexprimiert,undCyAsc3(26,5
kDa)warnurinderh ö herendertransfiziertenKonzentrationennachweisbar.
UmdenEffektderFerrireduktasen-Überexpressiongenauerzuuntersuchen,wurde
außerdemeinLuciferase-Reporter-Assaydurchgeführt.DazuwurdendieZellentransient
mitdenFerrireduktasensowiedemHRE-Luciferase-ReporterundeinemRenilla-
Luciferase-KonstruktzurinternenKontrolletransfiziert.AlsKontrollendientenmit
pcDNAtransfizierteZellen,dieunterNormoxiebzw.Hypoxiekultiviertwurden.Am
nächsten TagwurdendieZellenf ü r18hunterhypoxischenBedingungeninkubiertundder
Effektder ÜberexpressionaufdieAktivitätdesdurchHIFaktiviertenReporters
untersucht.Abb.20Bzeigt,dassauchhiereine ÜberexpressionderGeneCytb561D1und
Cytb561D2sowieCyAsc3zueinerReduktionaufunter30%desKontrollwertesderHRE-
Reporter-Aktivitätf ü hrte.IndiesemVersuchwaraucheineReduktionder
Reporteraktivitätumungefähr50%bzw.60%nach ÜberexpressionvonDcytbin
verschiedenenKonzentrationenzuerkennen.Eine ÜberexpressionvonCytb561zeigtehier
dagegeneinendeutlichgeringerenEffekt.3Ergebnisse
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UmnichtnurdieunmittelbarenEffektederKandidatengeneaufHIF,sondernauchden
EffektaufHIF-Targetgenezuuntersuchen,wurdeeinequantitative realtime PCR
durchgeführt.HierzuwurdendieZellennacheinertransientenTransfektionmitden
Plasmidenamfolgenden Tagf ü r18hunterHypoxieinkubiert,nachinsgesamt48hwurde
RNAisoliertunddieseincDNAtranskribiert.DannwurdedierelativeExpressionshöhe
vonHIF-TargetgenenrelativzurExpressiondesHaushaltsgensHPRTbestimmt.Als
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Abb. 20
HIF-Regulation nach
Ferrireduktasen-Überexpression:
(A)WesternBlot:Transfektionmit
versch. Konzentrationen der
Ferrireduktasen (V5-markiert).
Inkubationf ü r40h,davon6hunter
Hypoxie,anschließendErnte.
(B) Luciferase-Reporter-Assay:
Transfektionmitverschiedenen
Konzentrationenderputativen
Ferrireduktasensowie10ngHRE-
Luciferase-Reporterkonstruktund
1,5ngpSV40-RLproWell.Ernte
nachinsgesamt40h,davon18h
unterHypoxie ( )(transfiziert )
(1% O2),KontrolleunterNormoxie
( )bei37°C,anschließendErnte.
AnsätzeimTriplett.Bestimmung
derLuciferase-AktivitätinRLU.
BerechnungderSignifikanzmit
HilfedesunabhängigenStudent‘st-
Test;*p<0,05;**p<0,001.
(C)Quantitative realtime PCR.
Transfektionmit1,5 µgproWell,
Inkubation40hunterNormoxie ( )
bzw.Hypoxie (),anschließend
RNA-IsolationundRT-PCRmitden
jeweiligenunter2.1.4angegebenen
fw-undrev-Primern.Relative
ExpressionimVergleichzurHPRT-
Expression.AnsätzeimTriplett.
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KontrollendientenwiedermitpcDNAtransfizierteZellen,dieunterNormoxiebzw.
Hypoxiekultiviertwordenwaren.Abb.20Czeigt,dasseineKultivierungunterHypoxiein
denmitdemKontrollvektorpcDNAtransfiziertenZellenzueinerInduktionderHIF-
TargetgeneVEGF,LDHundCAIXf ü hrt.Eine ÜberexpressionderFerrireduktasenf ü hrte
zueinerVerringerungderInduktionshöhe.Diesistinsbesonderesehrdeutlichbeidem
starkHypoxie-reguliertenGenCAIXzu sehen.AuchLDHwirddurchdie Überexpression
alleruntersuchtenKandidatengeneaußerCytb561D2signifikantverringert.Die
ExpressiondesHIF-TargetgensVEGFdagegenwirddurchdie Überexpressionvon
Cytb561D1,Cytb561D2,CyAsc3undDcytbsignifikanterhöht.Diesevondenanderen
HIF-TargetgenenunterschiedlicheRegulationisteinEffekt,derauchschonbeider
UntersuchungdesEinflussesvon H2O2 aufgefallenwar.
Zusammenfassendl ä sstsichsagen,dasseine Überexpressionalleruntersuchten
FerrireduktasenzueinemmehroderwenigerstarkenAbbauvonHIFbzw.einerReduktion
derHIF-Aktivitätf ü hrt.InsbesondereCytb561D1undCytb561D2scheineneinen
deutlichenEinflussaufdieStabilitätdesProteinszuhaben.DieseDatensindimEinklang
mitderHypothese,dassdurcheineverstärkteFerrireduktasen-Aktivitätmehrzweiwertiges
EiseninderZellevorliegt,wasdieProlylhydroxylasenaktivierenundsomitHIF
destabilisierenkann.
3.6.5siRNA-vermittelter Knockdown derFerrireduktasen
Eine ÜberexpressionderFerrireduktasenf ü hrtezueinerVerminderungderHIF-
ProteinmengeundsomitauchderHIF-Aktivität.Zuerwartenw ä re,dassimGegenzugeine
InhibitionderFerrireduktasenzueinerStabilisierungvonHIFdurcheineVerminderung
derPHD-Aktivitätf ü hrt,dadiesezweiwertigesEisenbenötigen.
UmdieRollederFerrireduktasenbeiderPHD-vermitteltenRegulationvonHIFweiterzu
untersuchen,wurdenimn ä chstenSchritt „lossoffunction“-Untersuchungendurchgeführt.
DazuwurdedieTechnikdessiRNA-vermittelten knockdowns etabliert.F ü rdiese
Versuchewurdenkurze,doppelsträngigeRNAsmiteinerL ä ngevon21bis23
Nukleotiden,sogenanntesiRNAs("smallinterferingRNAs")hergestelltundindieZellen
eingebracht.DiesiRNAsfungierendortalsLeitmotiff ü reineNuklease,waszumAbbau
derkomplementärenmRNA-SequenzdesZielgensf ü hrt,sodassdieProteintranslation
unterbleibt(Elbashir,Harborth etal. 2001).3Ergebnisse
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FürjedesuntersuchteGensowief ü rHIF-1 alsKontrollewurdenzunächstverschiedene
Sequenzenaufihre knock-down-Effizienzhingetestet.DazuwurdendieZellenwieunter
2.8.4beschriebenanzweiaufeinanderfolgendenTagenmitjeweils100nMder
entsprechendensiRNAtransfiziertundamdarauffolgendenTagRNAisoliert.Als
KontrolledientenZellen,diemiteinersiRNA-Sequenzgegen Sima,dasDrosophila-
HomologvonHIFtransfiziertwordenwaren.DieverwendetesiSima-Sequenzzeigtkeine
HomologienzurhumanenHIF-Sequenz.Abb.21AzeigtdierelativeExpressionshöheder
untersuchtenGenenacheinersiRNA-BehandlungjeweilsimVergleichzumitsiSima
transfiziertenZellen.DieEffizienzdes knockdowns istunterschiedlichhoch,undsowurde
fürjedesGendieSequenzmitdemstärkerenEffektf ü rweitereVersucheausgewählt:F ü r
HIF-1 dieSequenzII,f ü rCytb561SequenzI,f ü rCytb561D1SequenzII,f ü rCytb561D2
SequenzI,f ü rCyAsc3SequenzIIundf ü rDcytbSequenzI.AlleausgewähltenSequenzen
führtenzueinerReduktioninderGenexpressionummindestens70%.ImFolgenden
wurdenunderEffekteinessiRNA-vermittelten knockdowns derFerrireduktasenaufdie
ExpressionvonHIFundHIF-Targetgenenuntersucht.
UmdieRollederFerrireduktasenweiterzuanalysieren,wurdederEffekteines knock
downs mittelsderausgewähltensiRNA-SequenzenaufdieHIF-ExpressionimWestern
Blotuntersucht.DazuwurdendieZellenwiebeschriebenanzweiTagentransfiziertund
anschließenddieHIF-ProteinmengedurchWesternBlot-Analysenbestimmt.DesWeiteren
wurdeauchderEinflusseines knockdowns aufdieExpressiondesHIF-Targetgens
GLUT-1mittelsquantitativer realtime PCRuntersucht.Abb.21Bzeigt,dasseine
InhibitionderFerrireduktasen-ExpressionunterschiedlicheAuswirkungenaufdieHIF-
Proteinmengehat:Ein knockdown vonCytb561f ü hrtezueinerleichtenErhöhungder
HIF-MengeunterNormoxie,ein knockdown vonCyAsc3zueinerdeutlichen
StabilisierungvonHIF-Protein.Der knockdown vonCytb561D1,Cytb561D2undDcytb
dagegenbrachteeinenAbbauvonHIFimVergleichzurmit siSima transfiziertenKontrolle
mit sich.3Ergebnisse
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DieAnalysederHIF-Targetgen-ExpressioninAbb.21CbestätigtdieseDaten:Der knock
down vonCytb561hatkeinenEffektaufdieExpressionshöhevonGLUT-1.Der knock
down vonCytb561D2,derzueinemAbbauvonHIF-Proteinf ü hrte,f ü hrtauchzueiner
komplettenRepressionderHIF-Targetgen-Expression.Auchder knockdown derbeiden
anderenGene,dereineVerringerungderProteinmengemitsichbrachte,Cytb561D1und
Dcytb,f ü hrtzueinerReduktioninderGLUT-1-Expression.DieinAbb.21Bbeobachtete
HochregulationvonHIFnacheinerInhibitionvonCyAsc3zeigtsichebenfallsauchin
Abb.21Cwieder – dieExpressionvonGLUT-1steigtaufdie1,7facheH ö hedesmit
siSima behandeltenNormoxiewertes.
Auchein knockdown mitanschließenderInkubationunterHypoxiezeigtevergleichbare
Effekte(Abb.22A):InsbesonderenacheinerInhibitionvonCyAsc3undCytb561isteine
weitereErhöhungderProteinmengezuerkennen.Der knockdown vonCytb561D2f ü hrt
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Abb. 21
siRNA-vermittelter knockdown derFerrireduktasen.Transfektion
mitje100nMsiRNAanzweiaufeinanderfolgendenTagen.
InkubationunterNormoxie,Ernte24hnachder2.Transfektion.
(AundC)quantitative realtime PCRmitdenjeweiligenunter2.1.4
angegebenenfw-undrev-Primern.RelativeExpressionimVergleich
zurHPRT-Expression.
(A)EffizienzverschiedenersiRNA-Sequenzen.RelativeExpression
deruntersuchtenGene(B)WesternBlotnachsiRNA-Behandlung
unterNormoxie.(C)relativeExpressionvonGLUT-1nachsiRNA-
knockdown derFerrireduktasen.
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ebenfallszueinerStabilisierungvonHIFimVergleichzurmitsiSima transfizierten
Kontrolle. siCytb561D1und siDcytbdagegenhattenhierkaumeinen Effekt.
UnternormoxischenBedingungenscheinensomitvorallemCytb561undCyAsc3einen
EinflussaufdieStabilitätvonHIFzuhaben.UnterHypoxiespieltnebendiesenbeiden
EnzymenauchCytb561D2eineRolle – eine Überexpressionf ü hrtzueinerReduktionin
derHIF-Proteinmenge,ein knockdown dagegenzueiner Erhöhung.
DieseBefundelegennahe,dassdieseMitgliederderFamiliederFerrireduktasen
(Cytb561,Cytb561D2undCyAsc3)eineessentielleRolleinderRegulationderHIF-
ExpressionunterNormoxieundHypoxieinnehaben.
3.6.6RegulationderFerrireduktasendurchROS
DieFerrireduktasenk ö nntendasEnzymsystemsein,dassdasROS-Signal übereine
vermehrteReduktionvon EisenunddamiteineAktivierungderPHDsanHIFweiterleitet.
UmdieseAktivierungdesEnzymsystemszuuntersuchen,wurdenZellennacheiner
TransfektionmitsiRNAmit H 2O 2 behandelt.SolltendieFerrireduktasenderModulator
derROS-induziertenHIF-Reduzierungsein,sosolltenacheinem knockdown derEnzyme
eineROS-BehandlungohneregulatorischenEffektaufHIFbleiben.Umdieszu
untersuchen,wurdendieZellennachdembeschriebenenProtokollmitsiRNAtransfiziert.
AmTagnachderzweitenTransfektionwurdendieZellenmit250 µM H 2 O 2 im
Zellkulturmediumbehandeltundf ü r6hunterHypoxieinkubiert.AlsKontrolledienten
wiedermit siSima transfizierteZellen.
A
Abb. 22:
AbhängigkeitderHIF-RegulationvondenFerrireduktasenunterHypoxie:WesternBlots:
Transfektionmit100nMsiRNAanzweiaufeinanderfolgendenTagen.(A)Inkubationf ü r6hunter
Hypoxie.(B)Behandlungmit250 µM H2O2 imMediumf ü r6hunterHypoxie(1% O2),anschließend
Ernte.
+ + + + + +
HIF-1
Tubulin
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Abb.22Bzeigt,dasseineInkubationmitROSzueinemfastvollständigenAbbauvonHIF
inderKontrollef ü hrte.Ein knockdown derFerrireduktasenhingegenf ü hrtezueiner
VerminderungderROS-vermitteltenReduktionderHIF-Expression.Insbesonderedie
Transfektionmit siCytb561und siCyAsc3hobdiedestabilisierendeWirkungvon H2O2 auf
HIFfastvollständigauf.DiereduzierendeAktivitätderFerrireduktasenscheintalsodurch
exogeneROSmoduliertzuwerden,dennderROS-vermitteltedestabilisierendeEffektauf
HIFwirddurcheinenfunktionalenVerlustderFerrireduktasenaufgehoben.3Ergebnisse
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3.7EtablierungeinesHIF-Tet-ON-SystemsinGlioblastom-Zelllinien
DasHIF-SystemspielteinewichtigeregulatorischeRollebeiderAktivierungvon
Mechanismen,diezurAdaptiondesTumorsanseineMikroumgebungbeitragen.Diese
RollevonHypoxie-induzierbarenFaktorenimGlioblastomsolltemittelseines
induzierbarenSystemsweiteruntersuchtwerden.MitdemTet-ON-SystemsolltedieHIF-
ExpressionmoduliertwerdenunddiedarausresultierendeWirkungaufdieExpression
HIF-regulierterGeneuntersuchtwerden.DesWeiterensolltederEinflussaufdasZell-
bzw. Tumorwachstum,welchesdurchdieseGenebeeinflusstwird,analysiertwerden.
3.7.1EtablierungundScreeningstabiltransfizierter Tet-ON-Zelllinien
NachderTransfektionmitdemRegulationsplasmidpTet-ONunddempTet-tTS-Plasmid,
daseinen Tetracyclin-kontrollierten transkriptionellen Silencer sowie eine
Antibiotikumsresistenzenthält,wurdendieverwendetenG55TL-Zellen,eineGlioblastom-
Zelllinie,durchZugabevonGeneticin(G418)selektioniert.Diebenötigte
Antibiotikumkonzentrationvon1mg/mlGeneticinwarzuvor übereineToxizitätskurve
bestimmtworden.DiesgeschahdurchZugabedesAntibiotikumsinverschiedenen
Konzentrationen,ausgewähltwurdedieniedrigsteKonzentration,beideralleZellenohne
Resistenzabstarben(nichtgezeigt).
NachungefährdreiWochenkonnten25resistenteKolonienisoliertundweiterkultiviert
werden.DieseZellenwurdenmitHilfeeinesTet-induzierbarenLuciferase-Reporter-
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Abb. 23
InduzierbarkeitdespTet-ON-Systems.Luciferase-Reporter-Assay:TransfektionderTet-ON-
Zellenmit150ngpUHC13-3(Tet-induzierbareLuciferase)und1,5ngpSV40-RLproWell.1µ g/ml
DoxycyclinimMediumf ü r40h,InkubationunterNormoxie,anschließendErnte.Bestimmungder
Luciferase-AktivitätinRLU.3Ergebnisse
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KonstruktsaufdieInduzierbarkeitdesTransgenssowieaufeineniedrigeHintergrund-
Expressionhinuntersucht.DazuwurdendieZellentransientmitdemTet-induzierbaren
Luciferase-Reporter-KonstruktpUHC13-3sowieeinemSV40-Promotor-gesteuerten
Renilla-Luciferase-KonstruktzurinternenKontrolletransfiziert.DannwurdendieZellen
inAn-bzw.Abwesenheitvon1µ g/mlDoxycyclin,einemTetracyclin-Analogon,im
Mediumf ü r40hweiterkultiviert.NachderErntewurdedieReporteraktivitätgemessen.
Abbildung23zeigtexemplarischeinenrepräsentativenVersuchzurInduktiondes
Reporter-Konstrukts:DieInduktionshöhedesReportersdurchDoxycyclin-Gabeistinden
untersuchtenKlonensehrunterschiedlich;auchdieVariabilitätzwischendenWieder-
holungsversuchenwarsehrgroß.NachdreimaligerWiederholungdesLuciferase-Assays
mitdenvielversprechendstenKlonenwurdenG55TLTet-ON#4undG55TLTet-ON#10
aufgrundihrerhohenInduzierbarkeitbeieinerniedrigenHintergrundexpressionf ü rdie
weiteren Transfektionenverwendet.
3.7.2EtablierungundScreeningstabiltransfizierter Tet-ON-HIF-Klone
DiezuverwendendenHIF-KonstruktesowieGFPwurdenzunächsttransientindenTet-
ON-Zellengetestet.DafürwurdendieResponse-PlasmidepTRE2-HIF-1 ,pTRE2hygro-
HIF-1 ,pTRE2-HIF-2 ,pTRE2hygro-HIF-2 ,pTRE2hygro-HIF-2 -dn,pTRE2-GFP
sowiepTRE2hygro-GFPtransientindieGlioblastom-LinietransfiziertunddieExpression
mittelsWestern-Blot-Analyseuntersucht.Abb.24zeigt,dassinG55TLTet-ON#10alle
untersuchtenResponse-PlasmideeineInduktionnachZugabevonDoxycyclinzeigten.
NunwurdenzunächstdiezuuntersuchendenZellenmitdenverschiedenenKonstruktenim
Response-PlasmidpTRE2stabiltransfiziert.Esstelltesichjedochheraus,dassbeieiner
Ko-TransfektionmitdemSelektionsplasmidpTK-HygdieEffizienzderKo-Transfektion
A
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C
D
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Abb. 24
Induzierbarkeitder transienttransfizierten,Tet-
induzierbarenTransgene. WesternBlot:G55TLTet-ON#10
transienttransfiziertmit(A)pTRE2-HIF-1 bzw.pTRE2hygro-
HIF-1 ,(B)pTRE2-HIF-2 bzw.pTRE2hygro-HIF-2 ,(C)
pTRE2hygro-HIF-2 -dn(Anti-Flag-Antikörper)und(D)pTRE2-
GFPbzw.pTRE2hygro-GFP,amn ä chstenTagZugabevon
1 µg/mlDoxycyclinimMediumf ü r40h,Inkubationunter
Normoxie,anschließendErnte.3Ergebnisse
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sehrgeringwar.AusdiesemGrundwurdenalleKonstrukteindasResponseplasmid
pTRE2hygkloniert,dassowohldas tetresponseelement alsaucheineHygromycin-
Resistenzenthält.MitdiesemKonstruktkonntedieTransfektionseffizienzdeutlicherhöht
werden.Auchhierwardien ö tigeAntibiotikumkonzentrationvon200 µg/ml übereine
Toxizitätskurvebestimmtworden.NunwurdewiederummitHilfedesAntibiotikums
selektioniertunddie überlebendenKolonienisoliert.DieweitereCharakterisierungdieser
Kolonienerfolgtef ü ralleKlonewieimFolgendenexemplarischf ü rHIF-2 -dngezeigt.
Untenstehende Tabellezeigtdie Ergebnissef ü ralleuntersuchtenKloneim Überblick.
Konstrukt Anzahlder
untersuchtenKlone
Anzahlder
induzierbarenKlone
pTREhygro-HIF-1 30 5
pTREhygro-HIF-2 32 8
pTREhygro-HIF-2 -dn 63 5
3.7.3InduzierbarkeitderTransgeneHIF-2 -dn
DieseisoliertenKolonienwurdenzunächstmitHilfeeinerGenotyping-PCRaufdie
AnwesenheitdesTransgensuntersucht.DazuwurdeeinTeilderZellenwieunter2.7.2
beschriebenlysiertunddas LysatdirektindiePCReingesetzt.
DieinderPCRf ü rdasentsprechende Transgenpositiven Zellen(Abb.25:Klone3,4,7,8,
9,10,13,16)wurdennunaufdieInduzierbarkeitdesTransgenshinuntersucht,dadie
ExpressionauchvonFaktorenwiederInsertionsstelleimGenomabhängigist.Dazu
wurdendieZellenf ü r40hmitundohneDoxycyclinkultiviert.DannwurdeRNAisoliert
undineinerreversenTranskriptionsreaktionincDNAumgeschrieben.MitdiesercDNA
wurdendannsemiquantitativePCRszurUntersuchungderExpressionshöhedes
entsprechendenTransgenssowief ü rActinalsKontrolledesallgemeinen
Expressionsniveausdurchgeführt.
Abb. 25
GenotypisierungvonstabiltransfiziertenZellen:G55TLTet-ON#10stabiltransfiziertmit
pTRE-HIF-2 -dn.PCR-ProduktderGenotyping-PCRmitPrimernEGFPfwundHIF-dn-rev.
Klon
HIF-2 -dn3Ergebnisse
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Abb.26Azeigt,dassinKlon7undschwächerauchinKlon8nachDoxycyclin-Zugabe
eineh ö hereExpressionvonHIF-2 -dnzusehenist.Klon10,derzwardenHIF-dn-
Genotypaufweist(sieheAbb.25)zeigtdagegenkeineInduktionaufRNA-Ebene.
AußerdemistbeieinigenKloneneine  „leaky“ ExpressiondesTransgensauchohne
Doxycyclin-Gabezuerkennen(Klone13und16).DieausgewähltenKlone7und8,diein
dersemiquantitativenRT-PCReinedeutlicheInduktiondesTransgenszeigten,wurden
dannweiterenUntersuchungenderInduzierbarkeit,desExpressionsniveaussowiedes
EinflussesaufdieHIF-Targetgen-ExpressionmittelsNorthernBlotunterzogen.
MitHilfevonNorthernBlotskonntedieInduzierbarkeitderTransgeneaufRNA-Ebene
qualitativundquantitativsowiederEffektderTransgenexpressionaufHIF-Targetgene
untersuchtwerden.DazuwurdeRNAausDoxycyclin-behandeltenund-unbehandelten
ZellenübereinFormaldehydgelaufgetrennt,aufeineNylonmembran übertragenunddiese
mitSondenf ü rdasTransgenundTargetgenehybridisiert.InAbb.26Bwurdedas
TransgenHIF-dnundexemplarischdasHIF-TargetgenVEGFuntersucht.Mansieht,dass
dieDoxycyclin-GabeindenbeidenKlonen7und8eineHIF-2 -dn-Expressioninduziert,
indemalsNegativkontrolleverwendetenKlon3dagegennicht.DieExpressiondesHIF-
TargetgensVEGFwirdunterHypoxiedurchHIFinduziert.BeieinerhohenExpression
vonHIF-2 -dnnachZugabevonDoxycyclinistdurchdessendominant-negativeWirkung
eineVerminderungderExpressiondesHIF-TargetgensVEGFindenZellenauchunter
hypoxischenBedingungenzusehen.WieAbbildung26Bzeigt,istdieVEGF-Expression
A
B
Abb.26
Induzierbarkeitdesstabiltransfizierten,tet-induzierbarenTransgens.G55TLTet-ON#10stabil
transfiziertmitpTRE-HIF-2 -dn,Behandlungmit1µ g/mlDoxycyclinimMediumf ü r40h,Inkubation
unterNormoxie.(A)PCR-ProduktedersemiquantitativenRT-PCRmitPrimernEGFPundHIF-dn-rev
bzw.ActinfwundActinrev(B)NorthernBlot.Detektionmit P
32-markiertenSondenHIF-dnundVEGF
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beiKlon3auchnachDoxycyclin-Gabeunverändert.BeidenKlonen7und8dagegenist
einedeutlicheVerminderungderVEGF-mRNAinFolgederHIF-dn-Expressionzu
erkennen.
3.7.4InduzierbarkeitvonHIF-1 undHIF-2
AuchdieCharakterisierungdermitpTREhygro-HIF-1 undpTREhygro-HIF-2 trans-
fiziertenZellenmittelsRT-PCRundNorthernBlotzeigteineinigenKloneneinedeutliche
InduktiondesTransgens(nichtgezeigt).ZurgenauerenQuantifizierungder
Expressionshöhewurdenquantitative realtime PCRsdurchgeführt(Abb.27AundB).
Abbildung27Azeigt,dassdieHIF-1 -Klone15,20,21und23aufRNA-Ebeneeine
InduktiondesTransgensnachDoxycyclin-Zugabeumdas15-bis35facheaufwiesen.
AuchdiestabilmitpTREhygro-HIF-2 transfiziertenZellenzeigten,wieinAbbildung
27Bdargestellt,zumTeileinedeutlicheInduktiondesTransgens,wiezumBespielKlon2
umdas4,5fachebzw.Klon24umdas6fache.
Imn ä chstenSchrittsolltedieInduktionder TransgeneaufProteinebeneuntersuchtwerden.
DazuwurdendiepositivgetestetenZelleninAn-undAbwesenheitvonDoxycyclinunter
NormoxieundHypoxieinkubiertundanschließendgeerntet.DieProteinlysatewurden
mittelsWesternBlotanalysiert.Hierbeizeigtesich,dassdieinvielenderZellklone
deutlichsichtbareInduktionderTranskriptiondesTransgensdurchDoxycyclin-
BehandlungnichtzueinerZunahmederProteinmenge(Abb.27CundD)f ü hrte,sondern
imGegenteilsogarzueinemAbbauvonendogenemHIFauchunterHypoxie.Besonders
deutlichwirddiesbeispielsweisebeidenHIF-1 -Klonen15und20:Unterhypoxischen
BedingungenisteinedeutlicheInduktionvonHIF-Proteinzusehen,nachZugabevon
DoxycyclinjedochwiedereineVerringerung.Eigentlichw ä reindiesenKloneneine
ErhöhungdesHIF-Gehalteszuerwarten,daaufRNA-Ebeneeine15fachebzw.35fache
Induktionzusehenwar.InKlon23istzwarkeinAbbauvonHIFnachDoxycyclin-Gabe
zusehen,aberauchkeinezusätzlicheErhöhungderHIF-Menge.DasinduzierteHIF
(15facheInduktionaufRNA-Ebene)k ö nntehierdenAbbaugeradekompensieren.
3.7.5WirkungvonDoxycyclinaufdieStabilitätvonHIF
DadieM ö glichkeitbestand,dassmiteinerungeeignetenKonzentrationDoxycyclin
gearbeitetwordenwarundumtoxischeEffekteauszuschließen,wurdenverschiedene3Ergebnisse
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KonzentrationendesAntibiotikumsaufihreWirkunggetestet.Beiderbisherverwendeten
Konzentrationvon1µ g/mlhandelteessichumdievomHerstellerempfohleneMenge.So
wurdezunächstuntersucht,obeineausreichendeInduktionderTransgeneauchschonbei
niedrigerenDoxycyclin-Konzentrationenerreichtwerdenk ö nnte.
Abbildung28AzeigtdiekonzentrationsabhängigeInduktionderRNA-Expressionvon
pTREhygro-HIF-1 inKlon20inderquantitativenrealtime PCR.AbeinerKonzentration
von0,5 µgDoxycyclin/mlisteineInduktionzuerkennen,beieinerKonzentrationvon5
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Abb. 27
InduktionvonpTREhygro-HIF-1 und –HIF-2 inG55TLTet-ON-Zellen: (AundB)Behandlung
mit1µ g/mlDoxycyclinimMediumf ü r40h,InkubationunterNormoxie,37°C,anschließendRNA-
Isolation.(A)quantitativeRT-PCRmitPrimernEGFPundHIF-1 -revbzw.HPRTfwundHPRTrev;
relativeExpressionvonpTREhygro-HIF-1 imVergleichzuHPRTnachInkubationohne ( )undmit
Doxycyclin ( )(B)quantitativeRT-PCRmitPrimernEGFPundHIF-2 -revbzw.HPRTfwundHPRT
rev;relativeExpressionvonpTREhygro-HIF-2 imVergleichzuHPRTnachInkubationohne ( )und
mitDoxycyclin ( )(CundD)WesternBlot:1µ g/mlDoxycyclinimMediumf ü r40h,Inkubation
unterNormoxiebzw.6hHypoxie(1% O2)(H),anschließendErnte.(C)G55TLTet-ON#10stabil
transfiziertmitpTREhygro-HIF-1 .(D)G55TLTet-ON#10stabiltransfiziertmitpTREhygro-HIF-2 .
A B
C
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µg/mlwarhiersogareinenochh ö hereInduktionzuerreichenalsdurch1µ g/ml.Die
gleichenKonzentrationenwurdenaufihreWirkungaufdieProteinmengehinimWestern
Blotanalysiert.EineUntersuchungvonHIF-1 -ProteinennacheinerBehandlungmit
unterschiedlichenKonzentrationenvonDoxycyclinzeigtejedochselbstunterhypoxischen
BedingungenschonabeinerKonzentrationvon0,1 µg/mleinenR ü ckgangderHIF-Menge
(Abb.28B).AucheineUntersuchungderKonzentrationsabhängigkeitderHIF-Aktivität
imLuciferase-Reporter-AssayzeigteeineReduktionderReporter-Aktivitätbei
Konzentrationen über0,5 µg/ml(Abb.28C).DiesistjedochdieniedrigsteKonzentration,
dieaufRNA-EbenezueinerInduktionf ü hrte,sodassdieM ö glichkeit,ineinemanderen
Konzentrationsbereichzuarbeiten,somitausschied.
Umauszuschließen,dassessichbeidembeobachtetenEffektumeindurchdie
TransfektionausgelöstesArtefakthandelte,wurdenauchnichttransfizierteG55TL-Zellen
sowiemitanderenKonstruktentransfizierteZellenaufdieWirkungeinerDoxycyclin-
Gabehinuntersucht.WiederwurdendieZelleninAn-bzw.Abwesenheitvon1µ g/ml
A C
B
Abb.28
WirkungvonDoxycyclininstabiltransfiziertenG55TLpTREhygro-HIF-1 #20 (A)quantitative
realtime PCRnachBehandlungmitverschiedenenKonzentrationenDoxycyclinimMediumf ü r40h,
InkubationunterNormoxie,37°C,anschließendRNA-IsolationundRT-PCR.(B)WesternBlot:
DoxycyclininangegebenenKonzentrationenimMediumf ü r40h,Inkubation6hunterHypoxie
(1% O2),anschließendErnte.(C)Luciferase-Reporter-Assay:TransfektionderTet-ON-Zellenmit150ng
VEGF-Luciferase-Reporterkonstruktund1,5ngpSV40-RLproWell.Doxycyclininangegebenen
MengenimMediumf ü r40h,InkubationunterNormoxiebzw.18hHypoxie(1% O 2),anschließend
Ernte.AnsätzeimTriplett.BestimmungderLuciferase-AktivitätinRLU.
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Doxycyclininkubiert.Abb.29Azeigt,dassderdestabilisierendeEffektinden
untransfiziertenG55TL-Zellenrechtgeringist,sobalddieZellenjedochmitverschiedenen
Konstruktentransfiziertwurden,f ü hrtdieZugabevonDoxycyclinzueiner
HerabregulationvonHIF.
EinWirkmechanismusk ö nntedieBildungvonRadikalenbeimAbbauvonDoxycyclin,
dassehrlichtempfindlichist (www.sigmaaldrich.com),sein.DieseRadikalek ö nntenf ü r
denAbbauvonHIFverantwortlichsein.UmeinensolchenMechanismuszuverhindern,
wurdenzumeinenalleVersucheinabgedunkeltenR ä umenwiederholt,waszu
unveränderten Ergebnissenf ü hrte(nichtgezeigt).AußerdemwurdedemZellkulturmedium
nebenDoxycyclineinRadikalscavenger (DMSO)zugegeben.DesWeiterenwurdedie
WirkungvonDoxycyclinaufdurchEisenchelatoren(DFO,DP)induziertesHIFmittels
WesternBlotuntersucht.DieseVersuchef ü hrtenebenfallsnichtzueinerzusätzlichen
InduktionderHIF-ExpressiondurchDoxycyclin(Abb.29B).
DaeineStabilisierungdesProteinseineunabdingbareVoraussetzungf ü rweitereUnter-
suchungengewesenwar,konntendiegeneriertenstabilenZellennichtf ü rweitere
Versuchegenutztwerden.
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Abb. 29
Wirkung von Doxycyclin in stabil
transfiziertenG55TL-Zelllinien. WesternBlots:
(A)G55TL,G55TLTet-ON#10,G55TLTet-
OFF#25,G55TLTet-ON#10stabiltransfiziert
mitpTREhygro-HIF-1 .1µ g/mlDoxycyclinim
Mediumf ü r40h,Inkubationf ü r6hunter
Hypoxie(1% O 2 ),anschließendErnte.
(B)G55TL#10pTREhygro-HIF-1 #21.Western
Blot:1 µ g/mlDoxycyclinimMediumf ü r40h,
Inkubationf ü r6hunterHypoxie(1% O2)mitund
ohneDMSObzw.unterNormoxiemit100 µM
DFObzw.100 µMDPimMedium,anschließend
Ernte.3Ergebnisse
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Einem ö glicheAlternative,umdiegeplantenUntersuchungenweiterzuführen,istdie
EtablierungeinesTet-OFF-Systems,indemdieTransgeneinAbwesenheitvon
Doxycyclininduziertwerden.Hierw ü rdediebeobachteteinhibierendeWirkungalsoden
gewünschtenEffektsogarnochverstärken.DiebeschriebenenZelllinienwurdenmiteinem
Tet-OFF-Regulator-PlasmidstabiltransfiziertunddieKloneanalysiert,ummitHilfe
diesesSystemsdiehierbegonnenenUntersuchungenfortführenzuk ö nnen.Mitdiesem
SystemkonntenZellengeneriertwerden,beidenendieHIF-ExpressiondurchDoxycyclin
stabilinduziertbzw.reguliertwerdenkann.DiesfandjedochnichtmehrimRahmender
vorliegendenArbeitstatt.4Diskussion
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4Diskussion
DieTranskriptionsfaktorenHIF-1 undHIF-2 sinddiezentralenRegulatorender
AdaptionvonGewebeaneinehypoxischeUmgebung. ÜberdengenauenMechanismus,
derdieSauerstoff-DetektionindenZellenh ö hererLebewesenregelt,istbislangwenig
bekannt.TrotzeinerwachsendenAnzahlvonBefundenzurRegulationder
TranskriptionsfaktorensinddiegenauenFunktionenvielerMoleküleundihre
InteraktionenmitHIFnochimmerungeklärt.DadieSauerstoff-SignalwegeunddasHIF-
System über Eisenchelatoren,KobaltionenundHypoxieaktiviertwerden,wurdevermutet,
dassessichbeidemzentralenSauerstoffsensorumeinFerroproteinodereineisenhaltiges
HämproteinwiediemitochondrialeCytochrom c OxidaseoderdieNADPH-Oxidase
handelnk ö nnte.DieStabilitätundAktivitätvonHIFwirddarüberhinaus über
HydroxylierungendurchdieProlylhydroxylasenunddieAsparagylhydroxylaseFIH
kontrolliert.UnterdiesenAspektensolltedieRollevonROSinderStabilisierungund
AktivierungvonHIFundihrEinflussaufdieProlylhydroxylasenuntersuchtwerden.Die
dabeiidentifizierteEnzymfamiliederFerrireduktasenwurden ä hercharakterisiertundihre
RolleimRahmenderRegulationvonHIFanalysiert.
4.1DerEinflussvonSauerstoffradikalenaufdieRegulationvonHIFunterNormoxie
undHypoxie
VerschiedeneStudienhabeneinenEinflussvonSauerstoffradikalen,ROS,aufdie
RegulationvonSauerstoff-Sensorikund-Signalwegengezeigt.Sauerstoffradikale
beeinflussendenRedox-ZustandderZelleunddamitvieleMolekül-Interaktionen.Die
BalanceinnerhalbderZellewirddurcheinGleichgewichtzwischenderBildungvonROS
undderenEliminierungdurchEnzymemitantioxidativerWirkungaufrechterhalten.
HauptproduzentenvonROS sinddie EnzymederAtmungsketteinden  Mitochondrienund
dieNADPH-Oxidasen(NOX)sowiedieXanthin-Oxidase/Dehydrogenase.DieReduktion
derROS-LevelwirdvorallemdurchdieGlutathion-Peroxidase(GPX)undSuperoxid-
Dismutase(SOD)imZytosolunddenMitochondrien,sowiedurchKatalasein
Peroxisomenkontrolliert.BeidezytosolischenEnzyme,GPXundSOD,habenjedoch
einenrelativhohen K m -Wertf ü r H 2 O 2 ,sodassesdarüberhinausm ö glichist,dass
niedrigereKonzentrationennicht-enzymatischdurchdieFenton-Reaktionim
endoplasmatischenRetikulumabgebautwerden(Review:KamataundHirata1999).Inder4Diskussion
81
Fenton-ReaktionentstehendabeiunterOxidationvon Eisen
•OH-Radikale,diedanndirekt
oderindirektaufTranskriptionsfaktorenwieHIFwirkenk ö nnen(Huang,Arany etal.
1996;Wiesener, Turleyetal. 1998).
UmdieRollevonSauerstoffradikaleninderRegulationvonHIFweiterzuuntersuchen,
wurdedieindenZellenvorhandeneMengeanROSexogenverändert.ZurVerringerung
desROS-GehaltsderZellenwurdeeinAntioxidanz,derRadikalscavengerNMPG
(N-(2-Mercaptopropionyl)glycin),zugegeben.DurchZugabevonWasserstoffperoxid
konntedieROS-Mengeerhöhtwerden.
EineBehandlungmitdemRadikalscavengerNMPGunterNormoxieunddamiteine
ReduzierungvonRadikalenimMediumf ü hrtzueinerStabilisierungvonHIF-1 undHIF-
2 vergleichbarmitunterHypoxieinkubiertenZellen.DieseBeobachtungunterstütztdie
StudienvonFandrey,Frede etal. 1994),dieeineInduktiondesHIF-TargetgensEPOnach
ReduktionderSauerstoffradikaleimMediumdurchZugabeeinesScavengers
beobachteten.AucheineInduktionvonHIF-1 undHIF-2 selbstistnachZugabevon
NMPGbeobachtetworden(Wiesener,Turley etal. 1998),undeineArbeitzeigt,dassdie
NeutralisierungvonHydroxylionenimendoplasmatischenRetikulumzueinerStabili-
sierungvonHIFunterNormoxief ü hrt(Liu,Berchner-Pfannschmidt etal. 2004).
WennZellennacheinerInduktionvonHIFdurchVerringerungdes pO2 wiederunter
normoxischenBedingungeninkubiertwerden,istdieStabilitätdesProteinssehrgering,
undesistnachwenigenMinutennichtmehrnachweisbar.DieserschnelleAbbauvonHIF
könnteebenfallsROS-vermitteltsein,dadieProduktionvonSauerstoffradikaleninZellen
imStadiumderReoxygenierungnacheinerhypoxischenPhasebesonderserhöhtist.Unter
HypoxieliegtdasEnzymXanthin-Dehydrogenase,dasXanthinundHypoxanthinunter
VerbrauchvonmolekularemSauerstoffzuSuperoxidund H 2 O 2 oxidiert,alsXanthin-
Oxidasevor(Gohmann1998).W ä hrendeinerReoxygenierung,d.h.sobaldwieder
ausreichendSauerstoffzurVerfügungsteht,wirddieDehydrogenase-Aktivitätwieder
hergestelltundeswerdenvermehrtRadikalegebildet(Kelley,Hock etal. 2006).Darüber
hinauswerdenauchdurchdieMitochondrienw ä hrendderReoxygenierung
Sauerstoffradikalegebildet.4Diskussion
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EineReoxygenierungvonZelleninAnwesenheitdesScavengersNMPGf ü hrtzueiner
VerringerungderRadikaleimMedium.DerschnelleAbbauvonHIFunterNormoxie
(nach20minvollständigerAbbau)konntedurchdieseReduktionderRadikaledeutlich
verlangsamtwerden,sodassHIFauchnochnacheinerStundeInkubationunterNormoxie
nachzuweisenwar.EineReduktionderSauerstoffradikaleimMediumf ü hrtalsozueiner
StabilisierungvonHIFunterNormoxieundw ä hrendeinerReoxygenierungsphase.
Fandrey,Frede etal. 1994konnteninHepG2-Zellenzeigen,dassdieseZellen
SauerstoffradikaleinAbhängigkeitvomperizellulären O 2 -Druckproduzieren:unter
NormoxieistdieProduktionmaximal,dieAbnahmedes pO2 führtzueinerReduktion.
Wenndie H2O2-Produktion pO2-abhängigist,sosolltedieexterneErhöhungvon H2O2 in
hypoxischenZelleneinenhohen pO2 imitierenundsomitdieHIF-abhängige
Genexpressionunterbinden.Umdieszuuntersuchen,wurdenverschiedeneGlioblastom-
ZelllinienunterHypoxiemit H 2O 2 behandeltundderEffektaufHIFuntersucht.Diese
Behandlungf ü hrteinallenuntersuchtenZelllinienzueinerdeutlichenReduktiondes
detektierbarenHIF-Proteins.DaessichumausPatientenmaterialetablierteZelllinien
handelt,istdieunterschiedlicheSensibilitätaufUnterschiedeimGenotypzurückzu
führen.MitHilfeeinerquantitativenPCRkonntegezeigtwerden,dassdiemRNA-
ExpressionvonHIF-1 durchdieZugabevonSauerstoffradikalennichtverändertwird,so
dassdiereduzierteProteinmenge,dieimWesternBlotdetektiertwird,eindeutigaufeine
posttranskriptionelleRegulationzurückzuführenist.DieReduktioninderExpressionvon
HIF-Targetgenen,wiesiemittelsderquantitativenPCRundeinemLuciferase-Reporter-
Assaygezeigtwerdenkonnte,zeigtdarüberhinaus,dassdietranskriptionelleAktivitätvon
HIFebenfallsreduziertwarundbelegtsomitdiebiologischeRelevanzdesbeobachteten
Effekts.
Studien überdieWirkungvonSauerstoffradikalenaufHIFf ü hren,wieeingangserwähnt,
häufigzusehrunterschiedlichenundsogargegensätzlichenErgebnisseninAbhängigkeit
davon,obessichumnormoxische,hypoxischeoderWachstumsfaktor-vermittelte
Signalwegehandelt.Beispielsweisef ü hrtdie ÜberexpressiondesROS-produzierenden
EnzymsSODzueinervermehrtenProduktionvonRadikalenundzueinerAktivierungvon
HIF,w ä hrenddie ÜberexpressionvonROS-neutralisierendenEnzymenwieder
Glutathion-PeroxidaseoderKatalasezueinerDestabilisierungvonHIFf ü hrt(BelAiba,
Djordjevic etal. 2004).AucheineexogeneErhöhungunterNormoxie,wiebeispielsweise4Diskussion
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in H 2 O 2 -behandeltenglattenAortenmuskelzellenf ü hrtzueinerHeraufregulationvon
HIF-1 (Gorlach,Diebold etal. 2001).Interessanterweiseverursachenvielederinder
LiteraturbeschriebenenStimuli,wieZytokine,WachstumsfaktorenoderdasHormon
AngiotensinII,dieHIFunterNormoxiestabilisieren,ebenfallseineErhöhungderROS-
Level.SozeigtenRichard,Berra etal. (2000)undHaddadundLand(2001),dasseine
ErhöhungderSauerstoffradikaleunterNormoxiedurchAngIIbzw.TGF- zueinem
AnstiegderHIF-Proteinmengef ü hrt.Hierwirdein pO2-unabhängigerMechanismus
diskutiert,der überdieProteinkinaseCzueinererhöhtenmRNA-Transkriptionund über
eineAktivierungvoneIF-4F überdiePI3K/p70S6K/mTOR-Signalwegezueiner
erhöhtenTranslationsratevonHIFf ü hrt(Page,Robitaille etal. 2002).K ü rzlichwurde
darüberhinauseinweitererMechanismusderROS-vermitteltenHIF-Induktion
vorgeschlagen:inJunD
-/--ZellenakkumulierenROSundHIFwirdebenfallsstabilisiert
(Gerald,Berra etal. 2004).Dieswirdhierdaraufzurückgeführt,dassmehrEisenoxidiert
unddieVerfügbarkeitvonFe
2+ vermindertist,sodassdieAktivitätderProlylhydroxy-
lasensinkt.ImGegensatzdazuwurdeeineDestabilisierungvonHIFdurchROSin
mehrerenStudiengezeigt(Huang,Arany etal. 1996;GeniusundFandrey2000;
Kietzmann,Fandrey etal. 2000;Wartenberg,Ling etal. 2003;Yang,Zhang etal. 2003).
DieswurdealsFolgeeinerAktivierungderproteosomalenAbbauwegedurchROS
interpretiert.
EineexogeneErhöhungderSauerstoffradikaleimMediumzeigtindenhieruntersuchten
ZellenebenfallseineunterschiedlicheWirkung:unterNormoxieisteinekurzfristige
StabilisierungvonHIFzusehen(diekurzfristigeWirkungvon H2O2 konnteunterHypoxie
austechnischenGründennichtuntersuchtwerden),indennacheinerl ä ngeren
InkubationszeituntersuchtenhypoxischenZellenf ü hrtedie H 2 O 2 -Behandlungzueiner
DestabilisierungvonHIF.EineVeränderungdesRedox-ZustandesderZellendurch
exogeneErhöhungderSauerstoffradikalehatalsozunächstkurzfristigunterNormoxie
andereFolgenalsunterHypoxieundnacheinerInkubationf ü rmehrereStunden.Derunter
NormoxiebeobachtetestabilisierendeEffektl ä sstvermutlichnach,da H2O2 nach30bis
40minmetabolisiertist(Davies1999).
DieseunterschiedlicheRegulationunterNormoxieundHypoxieweistauchParallelenzur
WirkungvonNOundNO-DonatorenaufHIFauf:NOundvonNOabgeleiteteMoleküle
spielenebenfallseineRolleinderHypoxie-vermitteltenSignaltransduktion.Unter4Diskussion
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NormoxiestimuliertNOdieAkkumulationvonHIF(Review:BruneundZhou2003).Als
zugrundeliegenderMechanismuswirdvermutet,dassNOdieProlylhydroxylasenhemmt,
sodassHIFnichtabgebautwird.Eswirdangenommen,dassNOdiePHDs übereine
direkteBindunginhibiert,dadasMolekülbekanntermaßenaneisenhaltigeEnzymebindet
(Metzen,Zhou etal. 2003).DesWeiterenwirdeineAktivierungdesPI3K-Signalwegs
diskutiert(Kasuno,Takabuchi etal. 2004).UnterhypoxischenBedingungenfindet
dagegeneinumgekehrterMechanismusstatt:RNIinhibierendieHIF-Stabilisierungund
-Aktivierung(Liu,Christou etal. 1998;Sogawa,Numayama-Tsuruta etal. 1998;Huang,
Willmore etal. 1999;Mateo,Garcia-Lecea etal. 2003).HierliegteineBlockadeder
mitochondrialenCytochrom c-Oxidasezugrunde,sodasseszueinerintrazellulären
Umverteilungdesvorhandenen O2 kommtunddensauerstoffabhängigenPHDsmehr O 2
zurVerfügungsteht(Hagen,Taylor etal. 2003).Eineweiterem ö glicheUrsachef ü rdie
DestabilisierungvonHIFunterHypoxieisteineAktivierungderPHDs übereine
ErhöhungdesverfügbarenEisensnachNO-GabeunterHypoxie(Callapina,Zhou etal.
2005)sowiedieWirkungvonRadikalenwieONOO
- übernochungeklärteMechanismen
(Wellman,Jenkins etal. 2004).
DieunterschiedlicheWirkungvonROSbeschränktsichdanebennichtnuraufdieDauer
derInkubationoderdenumgebendenSauerstoffdruck,sondernwirdauchdurchdie
Konzentrationbzw.dasMaß anoxidativemStressbeeinflusst(Sandau,Fandrey etal.
2001;Wartenberg,Ling etal. 2003;Callapina,Zhou etal. 2005).MilderoxidativerStress
induziertdenHIF-Abbau überdasproteosomaleSystem,erhöhterStressinhibiertdas26-
S-Proteasomen,sodassHIFnichtmehrabgebautwird(Reinheckel,Sitte etal. 1998;
Reinheckel,Ullrichetal. 2000).
SäugerzellenreagierenaufniedrigeROS-Konzentrationenunter100 µMmiteiner
erhöhtenProliferationsrate,mittlereKonzentrationendagegeninhibierendasWachstum
undsehrhoheKonzentrationen über0,5mMf ü hrenzurInduktionvonApoptose.Mit
mittlerenKonzentrationen H2O2behandelteZelleninduzierendarüberhinauseineadaptive
AntwortandiesenoxidativenStress,dieallerdingserstnach18hihrMaximumerreicht
(Davies1999).DieindieserArbeitverwendeten H2O2-Konzentrationenlagenmit100 µM
bis250 µMunterhalbdestoxischenBereichs.UmeinetoxischeWirkungvon H2O2 aufdie
untersuchtenZellentrotzdemauszuschließen,wurdendieZellennacheinerInkubationmit
H2O2 fürverschiedeneZeitspannenunterNormoxieinkubiertunderstimAnschlussdaran4Diskussion
85
unterHypoxie.Eszeigtesich,dassderdestabilisierendeEffektder H2O2-Behandlungnur
transienterNaturistundessichnichtumeinentoxischenEffekthandelt.DieTatsache,
dassdieregulatorischeWirkungvonROSaufHIFauchnacheinemMediumwechselnoch
zubeobachtenwar,istdesWeitereneinBeweisdafür,dassdieRegulationnichtdurcheine
Katalase-vermittelteenzymatischeReaktionverursachtwird.DasEnzymKatalase,dasim
Serumenthaltenseink ö nnte,katalysiertdieReaktion H2O2  H2O+ O2 indenZellen,so
dassmanvermutenk ö nnte,dassdieReduktionimHIF-Gehaltnach H 2O 2 -Behandlung
auchdurcheineerhöhteProduktionvonmolekularemSauerstoffverursachtwerden
könnte.Zumeinenistaber H2O2nachsehrkurzerZeitmetabolisiertundderregulatorische
Effektvon H2O2 ist übereinenl ä ngerenZeitraumzubeobachten.Zumanderenhat H2O2
sowohlbeiInkubationinserumfreiemMediumalsauchbeieinerVorinkubationin
AnwesenheitdesKatalase-InhibitorsAminotriazol(Margoliash,Novogrodsky etal. 1960;
Fandrey,Frede etal. 1994)weiterhineinedestabilisierendeWirkungaufHIF.
4.2VEGFwirdsowohldurchHIFalsauchdurchandereTranskriptionsfaktoren
reguliert
VEGFisteinstarkHypoxie-reguliertesGen,dasunteranderemdurchHIFaktiviertwird
(Forsythe,Jiang etal. 1996).DieInkubationunterHypoxief ü hrtsoauchzueiner8bis
10fachenInduktionderVEGF-mRNA-MengeinderquantitativenPCRsowieeiner
Zunahmeaufdas12fachederVEGF-Reporter-AktivitätimLuciferase-Assay.Eine
BehandlungmitROSf ü hrtallerdingsimGegensatzzudenanderenuntersuchtenHIF-
TargetgenenzueinerweiterenHochregulationderVEGF-mRNA.AucheineUnter-
suchungderVEGF-Promotoraktivitätnach H2O2-GabemittelseinesLuciferase-Reporters
zeigteineZunahmederAktivitätimVergleichzurunbehandeltenKontrolle.
DerVEGF-PromotorenthältnebenderHRE-Sequenz,dieeineAktivierungdurchHIF
vermittelt,Bindungs-undTransaktivierungssequenzenf ü reineVielzahlvon
Transkriptionsfaktoren,unteranderemf ü rSp1,Sp3,AP-1,AP-2undSTAT-3.
InsbesondereSp1undSp3werdendurchoxidativenStressstimuliert(Review:Pagesund
Pouyssegur2005),derhierdurchdieZugabevon H 2O 2 ausgelöstwordenseink ö nnte.
UnterstütztwirddieseVermutungdurchdieTatsache,dassdieSp1-Bindungsstelleim
parallelverwendetenHRE-Reporterkonstrukt,daseineAbnahmederHypoxie-induzierten
Aktivitätnach H2O2-Gabezeigte,deletiertwurde.DieserklärtdiebeobachteteInduktion
derVEGF-ExpressionundVEGF-Reporter-AktivitätnachROS-Behandlung.4Diskussion
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Auchnacheiner ÜberexpressionderFerrireduktasenwirdVEGFunterschiedlichvonden
anderenuntersuchtenHIF-Targetgenenreguliert.Auchhierk ö nntedieAktivierung
weitererSignalwegeundTranskriptionsfaktorenverantwortlichsein,dadurchdie
ÜberexpressionindenEisenstoffwechselderZelleneingegriffenwird.
4.3EinflussderNADPH-OxidaseundderMitochondrienaufdieHIF-Regulation
ZusätzlichzudenkontroversenBefundenzumEinflussvonSauerstoffradikalenaufdie
RegulationvonHIFgibtesunterschiedlicheBefunde übereinenAnstiegbzw.ein
AbsinkenderROS-ProduktionbeiVeränderungendesumgebendenSauerstoffgehalts.F ü r
dieDestabilisierungvonHIFunterNormoxiegibteszweikonkurrierendeModelle:Eine
TheorieverbindetdieAktivitätderNADPH-OxidasemitdemAbbauvonHIF,dem
anderenModellliegteineVerminderungderROS-ProduktionindenMitochondrien
zugrunde.
GegendieMitochondrienalsUrsprungsortderHIF-regulierendenSauerstoffradikale
spricht,dassin 0-ZellenohneMitochondrienbzw.ZellenmitDefekteninder
ElektronentransportkettekeineBeeinträchtigungderSauerstoffsensorikoderHIF-
Regulationzufindenist(Srinivas,Leshchinsky etal. 2001;Vaux,Metzen etal. 2001;
Searle,Hartness etal. 2002).
•OH-RadikalewerdenunterNormoxievorallemim
endoplasmatischenRetikulum(ER)undnichtinMitochondriengebildet.UnterNormoxie
liegtHIFebenfallsimendoplasmatischenRetikulumvor – vermutlichdurchInteraktion
mitpVHL,daseinER-Lokalisationssignalaufweist(Schoenfeld,Davidowitz etal. 2001).
Scavenging von
•OH-Radikalen,dieinderFenton-Reaktiongebildetwerden,f ü hrtzur
InhibitionderPHDsunddamiteinerStabilisierungvonHIF(Liu,Berchner-Pfannschmidt
etal. 2004).DanebengibteswidersprüchlicheBefundezudeneinzelnenKomponenten
dermitochondrialenElektronentransportkette.EineInhibitionvonKomplexIderETC
durchRotenonef ü hrtzueinemAbbauvonHIFunterHypoxie(Chandel,Maltepe etal.
1998).EsgibtunterschiedlicheBeobachtungenzudenFolgeneinerInhibitionvon
KomplexIII – einigeStudien(Chandel,McClintock etal. 2000;Guzy,Hoyos etal. 2005;
Mansfield,Guzy etal. 2005)zeigteneineErhöhungderHIF-Menge,w ä hrendandere
Gruppen(Doege,Heine etal. 2005;Hagen,Taylor etal. 2003)eineVerringerungzeigten.
LetztereGruppekonntezeigen,dassallevonihnenverwendetenInhibitorender
AtmungskettedengleichendestabilisierendenEffektaufHIFhaben.Auchandere4Diskussion
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InhibitorenderMitochondrienwieNOoder2-methoxyestradiolf ü hrenzueinemAbbau
vonHIF(Mateo,Garcia-Lecea etal. 2003;Hagen,Taylor etal. 2003;Hagen,D'Amico et
al. 2004).IndenindieserArbeitverwendetenG55TL-ZellenhattedieInhibitionder
verschiedenenKomponentenderAtmungskettedurchspezifischeInhibitorendereinzelnen
Komplexe(KomplexIsowie Q iund Q 0 inKomplexIII)unterNormoxieoderstarker
HypoxiekeinenEffektaufHIF.UntermilderHypoxiedagegenf ü hrtedieInhibitionzu
einerReduktionvonHIF.DieseDatenstimmenmitdenBefundenvonDoege,Heine etal.
(2005) überein.AlledieseErgebnissebestätigendieVermutung,dassesdurchdie
InhibitiondermitochondrialenAtmungskettezueinerUmverteilungdesintrazellulären
Sauerstoffskommt.DeruntermilderHypoxienochvorhandeneSauerstoffistdabeinoch
ausreichendf ü reineAktivierungderProlylhydroxylasen.Dieseleitendanndurcheine
HydroxylierungdenproteosomalenAbbauvonHIFein.Unterbeinaheanoxischen
BedingungendagegenstündeauchnachInhibitionderAtmungskettenichtgenügend
Sauerstofff ü rdiesauerstoffabhängigenPHDszurVerfügung.
EinweiteresSauerstoffradikaleproduzierendesEnzymistdieNADPH-Oxidase(NOX),
derenRolleinderVermittlungder pO2-Sensorikebenfallsumstrittenist.Esgibteine
ReihevonHinweisenaufeineRollederNOXalsHauptquellef ü rdiebasaleROS-
ProduktioninArterien(MohazzabundWolin2000;Gupte,Kaminski etal. 2005),in
neuroepithelialenZellen(Searle,Hartness etal. 2002)undanderenGeweben.Imisolierten
SystemzeigenOxidasendarüberhinausmitansteigendem pO2 eineerhöhteProduktion
vonSuperoxid-Anionenund/oderWasserstoffperoxid(Review:Wolin,Ahmad etal.
2005).DerNADPH-Enzymkomplexbestehtausmindestens5Komponenten:zwei
zytosolischenUntereinheitenp47phoxundp67phox,einemmembrangebundenen
Cytochrom b558,dasausgp91phox(=NOX2)undp22phoxbesteht,sowiedemkleinen
G-ProteinRac.DasEnzymgeneriertSuperoxid-AnionenaufderextrazellulärenSeiteder
MembrandurchdieReduktionvonSauerstoffandergp91phox-Untereinheit übereine
ReduktionvonNADPH.Diesegp91phox-UntereinheitwirdinverschiedenenGeweben
auchdurchNOX1oderNOX4ersetzt(Dusting,Selemidis etal. 2005).NOX4wurde
zunächstals renalNox beschriebenundalspotentiellerSauerstoffsensor,derdie
ProduktionvonEPOkontrolliert,vorgeschlagen(Geiszt,Kopp etal. 2000).DasEnzym
spieltdarüberhinauseineRolleinderRegulationvonHIF-2 inRCC-Zellen(Maranchie
undZhan2005).Eine ÜberexpressionderNOX1f ü hrtzueinererhöhtenROS-Produktion4Diskussion
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undzueinemAbbauvonHIFunterHypoxie,eineAktivierungderGTPaseRac1ebenfalls
(Wartenberg,Hoffmann etal. 2005;Gorlach,Berchner-Pfannschmidt etal. 2003).
SollteeineOxidasealsSauerstoffsensorfungieren,som ü sstedurcheineInhibitionder
Oxidase-Aktivitätdie O 2 -regulierteGenexpressionbeeinflusstwerden.Umdieszu
untersuchen,wurdenverschiedeneNOX-Inhibitoreneingesetzt.NacheinerBehandlung
mitApocynin,dasdieTranslokationderp47phox-undp67phox-Untereinheitvom
ZytoplasmazurMembranunddamitdieAnordnungderUntereinheitendesEnzyms
verhindert(Stolk,Hiltermann etal. 1994),isteinedosisabhängigeStabilisierungvonHIF
zubeobachten.
Einweitererh ä ufigverwendeter,aberwenigerspezifischerNADPH-Oxidase-Inhibitorist
DPI(Diphenyleneiodonium)(PearseundDodd1999;JiangundDusting2003).Die
InhibitionderNADPH-Oxidasef ü hrtineinigenZelltypenzueinemAbbauvonHIF
(GleadleundRatcliffe1998;HaddadundLand2001;Goyal,Weissmann etal. 2004),in
anderenModellenzueinerStabilisierung(Wartenberg,Gronczynska etal. 2005;Yang,
Zhang etal. 2003).IndenindieserArbeituntersuchtenZellenwarbeieinerBehandlung
mitdiesemInhibitoreine ähnlichunterschiedlicheRegulationzubeobachten(nicht
gezeigt).DieUrsachef ü rdieumstritteneRollederNADPH-Oxidaseunddie
widersprüchlichenBefundeinderHypoxie-Antwortk ö nntederWirkmechanismusvon
DPIsein:DasMolekülbindeteinElektronauseinemreduziertenRedox-Zentrum,bildet
einRadikal,welchesdannkovalentanFADbindet,sodasskeinmolekularerSauerstoff
mehrgebundenwerdenkann(O'Donnell1993).AllerdingsinteragiertDPIrelativ
unspezifischmitallenFlavoenzymenundinhibiertbeispielsweiseauchdieNO-Synthase
undinh ö herenKonzentrationenauchmitochondriale Enzyme(Liund Trush1998).
InVerbindungmitdemBefund,dasseineInhibitiondereinzelnenKomponentender
AtmungskettenuruntermilderHypoxieeinenEffekthatunddannzueinemAbbauvon
HIFf ü hrt,istdieStabilisierungvonHIFnacheinerspezifischenInhibitionderNADPH-
OxidaseeinweitererHinweis,dassdiesesEnzymeinewichtigeregulatorischeRolleinder
VermittlungderHypoxie-AntwortunddamitderStabilisierungundAktivierungbzw.dem
AbbauvonHIFspielt.DanebenzeigteineneuereArbeit(Griguer,Oliva etal. 2006)eine
zelltypspezifischeRegulationvonHIFdurchdieebenfallsROS-produzierendeXanthin-
Oxidase.4Diskussion
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4.4DieRegulationvonHIFdurchROSistabhängigvonVHLunddenPHDs
DerAbbauvonHIFunterNormoxie,d.h.inAnwesenheitvonSauerstoff,wirddurch
pVHL,das von-Hippel-Lindau-Protein,vermittelt.InFolgeeinerHydroxylierung
spezifischerProlylreste(Pro
402 undPro
564 inHIF-1 bzw.Pro
405 undPro
531 inHIF-2 )
bindetVHLanHIF.pVHListTeileinesE3-Ubiquitin-Ligase-Komplexes,derdannden
proteosomalenAbbauvonHIFinduziert.InVHL-defizientenTumorzellenwirdHIF
dagegennichtabgebaut,waszueinerkonstitutiven ExpressionvonHIF-Targetgenenf ü hrt
(Review:KimundKaelin2003).
DurchdenEinsatzsolcherVHL
-/--Tumorzellen(RCC10)konntedieAbhängigkeitder
Sauerstoffradikal-vermitteltenHIF-RegulationvonVHLuntersuchtwerden.InVHL-
defizientenNierenzellkarzinom-ZellenwarwedereineInduktionvonHIFnocheine
SensibilitätgegenüberROSzubeobachten.InRCC-Zellen,indenenVHLrekonstituiert
wurde(RCC10-63/VHL
+/+),wardagegensowohleineHypoxie-induzierteRegulationvon
HIFalsaucheineDestabilisierungdesProteinsnachROS-Behandlungzusehen.Es
handelt sichbeidemROS-vermitteltenAbbaualsoumeineVHL-abhängigeDegradation.
DaderAbbauvonHIFdurchVHLvonderHydroxylierungderProlylresteabhängigist
(Min,Yang etal. 2002;Hon,Wilson etal. 2002),wurdeauchuntersucht,obdie
ProlylhydroxylasenebenfallsindenROS-vermitteltenAbbauinvolviertsind.Eine
MutationderProlylresteverhindert,wiedurchdenEinsatzverschiedenerHIF-Konstrukte
mitsolchenMutationengezeigtwurde,denAbbauvonHIFnachROS-Behandlung.Der
AbbauvonHIFnacheinerexogenenErhöhungderSauerstoffradikaleistalsoabhängig
vonderHydroxylierungdurchdieProlylhydroxylasenundeineranschließendenVHL-
vermitteltenDegradation.
DieseDatenpassenzueinemModellderRegulationderSauerstoff-Sensorikaufmehreren
Ebenen:UnterNormoxiewirdHIFdanachkonstitutivsynthetisiert,aberPHD-abhängig
wiederabgebaut.DarüberhinausreguliertdieNADPH-OxidasealsROS-Produzentdie
StabilitätvonHIF.Beieinemniedrigen pO2 unterHypoxiesinktdieAktivitätder
ProlylhydroxylasenundderNADPH-OxidaseundHIFwirdstabilisiert,sodassdie
ExpressionvonHIF-Targetgenenerhöhtwird(AckerundAcker2004).4Diskussion
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FürdieHydroxylierungsreaktion,dievondenPHDskatalysiertwird,wirdEisenbenötigt
und2-Oxoglutaratdecarboxyliert,sodasssowohlEisenchelatorenalsauch2-Oxoglutarat-
AnalogazueinerHemmungderPHD-Aktivitätf ü hren.EinedirekteInhibitionder
ProlylhydroxylasendurchDMOG,ein2-Oxoglutarat-Analogon,dasdurchseineEster-
gruppeleichtinZelleneindringenkann(Jaakkola,Mole etal. 2001),odereine
InaktivierungdurchdieEisenchelatorenDFOundDPf ü hrtdemzufolgeebenfallszueiner
StabilisierungvonHIFunterNormoxie.DieInduktionvonHIFdurchDMOGundDP
zeigtesichdabeiunempfindlichgegenübereiner H2O2-Behandlung.NurdasdurchDFO-
ZugabestabilisierteHIFkanndurchdie ErhöhungvonROSabgebautwerden.Einedirekte
InaktivierungderProlylhydroxylasendurchdieZugabedeskompetitivenHemmstoffes
DMOGhatalsodengleichenEffektwieeineMutationderProlylbindungsstellen.Eine
InaktivierungdurchZugabevonEisenchelatorendagegenf ü hrtnurbedingtzueiner
irreversiblenInhibition.DerUnterschiedzwischendenbeidenverwendeten
EisenchelatorenliegtimvondenMolekülengebundenenEisen:DPcheliertzweiwertiges
Eisen,DFOdagegendreiwertiges.
DieserBefundisteinweitererHinweisaufdenEinflussdesRedox-ZustandesderZellen
aufdieRegulationvonHIF.DassderRedox-ZustandeinwichtigerModulatorderHIF-
Aktivitätist,istwiederholtgezeigtworden(Salceda,Beck etal. 1996;Huang,Arany etal.
1996;Yang, Zhang etal. 2003;Wellman,Jenkins etal. 2004;Callapina, Zhou etal. 2005).
DerRedox-ZustandderZellewirdbeeinflusstundreguliertdurchdieBalancezwischen
AntioxidantienundROS-produzierendenEnzymen.ExogenkannderRedox-Zustand
beispielsweisedurchAscorbatbeeinflusstwerden.AscorbaterhöhtdieVerfügbarkeitvon
freiemFe
2+ undkannaneinEnzymgebundenesFe
3+ reduzierenundsomitdasEnzym
reaktivieren(deJong,Albracht etal. 1982;KivirikkoundMyllyharju1998;Schofieldund
Zhang1999).Eswurdepostuliert,dassAscorbatdurchseinereduzierendeWirkungso
auchdieAktivitätderProlylhydroxylasenerhöht(Knowles,Raval etal. 2003).
EineBehandlungmitAscorbatf ü hrtindenuntersuchtenZellenzueinemAbbaudes
Hypoxie-undDFO-induziertenHIF,analogzurBehandlungmit H2O2 jedochnichtinden
DP-undDMOG-behandeltenZellen.DerAbbauvonHypoxie-undDFO-induziertemHIF
durchAscorbatkanndurcheineReaktivierungderProlylhydroxylasendurcheine
ErhöhungdesverfügbarenFe
2+ erklärtwerden.AscorbathatjedochwedernachInhibition
derPHDsdurchein2-Oxoglutarat-AnalogonnochnachChelatisierungdeszweiwertigen4Diskussion
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EisensdurchDPeinenregulatorischenEffektaufHIF.Erstaunlicherweisef ü hrtensomit
H2O2 undAscorbatzu ähnlichenBefunden,wasaufeinengemeinsamen
Regulationsmechanismus,derdieReduktionvon Eisenbeinhaltet,hinweist.
4.5DerFe
2+-GehaltinZellensteigtnachBehandlungmitAscorbatundROS
EineMessungdesEisengehaltesinZellenergabeinenhohenAnteilandreiwertigemEisen
unterNormoxie.UnteraerobenBedingungenliegtEisenhauptsächlichalsFe
3+ vor,da
Fe
2+ mitCitratundanderenOxidanzienzurdreiwertigenFormumgewandeltwird.Unter
anaerobenBedingungenliegtdagegenmehrFe
2+ vor.EineZugabevonAscorbatf ü hrtezu
einererhöhtenReduktionvonEisen. ÜberraschenderweiselagnacheinerBehandlungmit
ROSebenfallseinGroßteildesindenZellenvorhandenenEisensinzweiwertigerForm
vor.
DasowohlAscorbatalsauch H 2 O 2 denFe
2+-GehaltindenZellenerhöhenundbeide
SubstanzenzueinemAbbauvonHIFf ü hren,k ö nnteauchdurchdieexogeneZugabevon
EisenverschiedenerWertigkeitendieProlylhydroxylase-AktivitätunddamitdieHIF-
Stabilitätbeeinflusstwerden.EineBehandlungvonZellenvoreinerHypoxie-Inkubation
mitFeCl2,FeCl3 undEisencitrathattejedochkeinenEinflussaufdieStabilitätvonHIF
(nichtgezeigt).Diesk ö nntedaranliegen,dasszweiwertigesEisenunterphysiologischen
BedingungeninnerhalbvonsehrkurzerZeit(20bis40 sec)inAnwesenheitvonSauerstoff
zudreiwertigemEisenoxidiertwird(Cohen,Sinet etal. 1980),dieProlylhydroxylasen
jedochzweiwertigesEisenalsKofaktorbenötigen.ImSerumistEisenandas
TransportmolekülTransferringebundenundwird überdenTranferrinrezeptorinZellen
aufgenommen(TrowbridgeundShackelford1986).AucheineZugabevonTransferrin
(Fe
3+-gesättigtesHolotransferrinsowiealsKontrolleApotransferrin)f ü hrtezukeinem
Ergebnis(nichtgezeigt).EinezusätzlicheAktivierungdurchdieexogeneZugabevon
dreiwertigemEisenscheintindenuntersuchtenZellenalsonichtm ö glichzusein.
DieZugabevonAscorbatundvon H 2 O 2 f ü hrtjedochsowohlzueinerErhöhungdes
intrazellulärenFe
2+-GehaltesalsauchzueinerDestabilisierungvonHIF.DesWeiteren
habendieVersuchezurAbhängigkeitdesROS-EffekteseinenEinflussderWertigkeitdes
cheliertenEisens(DFOimVergleichzuDP)aufdieSensibilitätgegenüber H2O2 gezeigt.
DasseineZugabevon H2O2 zueiner ErhöhungvonreduziertemEiseninderZellef ü hrt,ist4Diskussion
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nicht übereinendirektenEffektzuerklären,da H2O2 inderFenton-ReaktionEisenoxidiert
(Fe
2+ + H 2 O 2 Fe
3+ +
•OH+OH
-).Gerald,Berra etal. (2004)habenindiesem
Zusammenhanggezeigt,dassdurcheineAkkumulationvonROSdieVerfügbarkeitvon
Fe
2+ vermindertwird,sodassdieAktivitätderPHDssinkt. H2O2 mussalsonocheinen
weiteren,indirekten Effekthaben,derzueinerReduktionvonEisenf ü hrt.
4.6DieRollederFerrireduktasen
InsgesamtliegtEisenbeiphysiologischenpH-WertenundinGegenwartvonSauerstoff
hauptsächlichinseinerunlöslichenoxidiertenFormvor.NebendenProlylhydroxylasen
bindenauchdiemeistenanderenTransportsystemeimK ö rperdagegendasinstabileFe
2+.
InHefen,PflanzenundBakterienisteineReihevonTransmembranproteinenmit
eisenreduzierendenEigenschaftenbeschrieben,diesogenanntenFerrireduktasen(Dancis,
Roman etal. 1992;Robinson,Procter etal. 1999).F ü rS ä ugerzellenwurdeeinsolches
Enzymerstmals2001durchMcKieidentifiziert.DieseFerrireduktase,dasduodenale
CytochromC(Dcytb),wirddurchdenintrazellulärenEisengehaltsowieunabhängigdavon
durchHypoxiehochreguliertundweisteinehoheHomologiezuCytochromb561
(Cytb561)auf(McKie,Barrow etal. 2001;Ludwiczek,Theurl etal. 2005).Diesesist
ebenfallseinTransmembranprotein,dasReduktionsäquivalente überdieZellmembran
transportiert.DazubenötigtesEiseninFormvonzweiH ä mmolekülen,diean
konserviertenHistidinrestenbinden(Srivastava,Duong etal. 1984;BercziA2005).Auf
GrunddieserEigenschaftensinddieEnzymedieserFamilieKandidatenf ü rdie
VermittlungderReduktionvonoxidiertemdreiwertigemEisenzuzweiwertigemEisenin
AbhängigkeitvonAscorbat.EineAktivierungderEnzymekanndurchROSvermittelt
werden – zumeinenunterUmständendirekt,zumanderendurcheineErhöhungdes
intrazellulärenEisengehaltesdurchdieoxidierendeWirkungvonSauerstoffradikalen.Eine
AktivierungdurcheineVeränderungdesintrazellulärenEisengehalteswurdef ü rDcytb
gezeigt(McKie,Barrow etal. 2001),wobeibisherkeineIRE-Sequenz (ironresponsive
element)inderPromotorregionnachgewiesenwurde(Turi,Wang etal. 2006).Vermutlich
dientAscorbatdannbeiderReduktionvonEisenalsElektronendonatorundwirdzu
Dehydroascorbatoxidiert,dadieEnzymeeineputativeAscorbat-Bindungsstelleinder
cytb561-Domäneaufweisen(Bashtovyy,Berczietal. 2003).4Diskussion
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DieFerrireduktasenalsModulatorenlieferneineErklärungf ü rdiebeobachtete
unterschiedlicheSensitivitätvondurchHypoxiebzw.verschiedeneEisenchelatoren
induziertemHIF.DurcheineerhöhteAktivitätderFerrireduktasennachderBildungoder
exogenenZugabevonROSl ä gewiderErwartenvermehrtFe
2+ indenZellenvor,wodurch
dieAktivitätderPHDserhöhtundHIFinverstärktemMaßeabgebautw ü rde.Nebenden
beidengenanntenProteinenwurdennochdreiweitereHomologe,dieallediekonservierte
cytb561-Domäneaufweisen,untersucht: Cytochromeb-561domaincontaining 1
(Cytb561D1), Cytochromeb-561domaincontaining 2 (Cytb561D2)unddasAscorbat-
abhängigeCytochrom3(CyAsc3).
DieuntersuchtenEnzymeweiseneineFerrireduktase-Aktivitätauf.Diesewarvorhernur
fürDcytb(McKie,Barrow etal. 2001)undCytb561(Vargas,Herpers etal. 2003)
nachgewiesenworden.
DieExpressionderFerrireduktasenistvonZellliniezuZellliniesehrunterschiedlich.Die
absolutenExpressionshöhenderEnzymeunterscheidensichjedochsowohlzwischenden
untersuchtenZelllinienalsauchzwischendenEnzymenselbstzumTeilummehrere log-
Stufen.Dief ü rDcytbimDuodenumbeschriebeneHypoxie-Regulation(McKie,Barrow et
al. 2001)warwederindenuntersuchtenHUVEC-ZellennochindenGlioblastom-
Zelllinienzusehen,obwohldasProteinauchimGehirnexprimiertwird(McKie,Latunde-
Dada etal. 2002).ZumTeilsahmanhiersogareinedeutlicheRepressiondurchHypoxie.
AuchdieanderenuntersuchtenEnzymezeigtenkeineklareRegulationdurchHypoxie,
sonderneinesehrzellspezifischeInduktionoderRepression.Einezelltypspezifische
Regulationwurdef ü rDcytbauchimLungenepithelundimDuodenum,denbeiden
Geweben,indenendasEnzymbisherdetailliertuntersuchtwurde,gezeigt(Frazer,
Wilkins,2003;Turi,Wang etal. 2006).HierwurdeeinegegensätzlicheRegulationbei
einerErhöhungvonEisenbeschrieben.DiebeobachteteRegulationdurchHypoxieinden
hieruntersuchtenZelllinienistnichtmitderInduktionbekannterHIF-Targetgenewie
CAIXoderGLUT-1zuvergleichen.VonSiah2,einemPHD-regulierendenEnzym,ist
bekannt,dassdieExpressionunterHypoxiestarkzeitabhängigreguliertwird.Nach
VerringerungdesumgebendenSauerstoffswirddieExpressionzunächststarkerhöht,
gefolgtvoneinerVerringerungbeiverlängerteroderchronischerHypoxie(Nakayama,
Frew etal. 2004).EinevergleichbareUntersuchungderzeitabhängigenExpressionder
Ferrireduktasenzeigte,dassdieseebenfallseinetransientenRegulationunterliegen.Die4Diskussion
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sehrunterschiedlichenProteinmengenimWesternBlot,dieinden Überexpressions-
versuchennachTransfektionmitgleichenMengendesPlasmidsnachgewiesenenwurden,
sprechendarüberhinausf ü reineposttranslationaleRegulation.
DieuntersuchtenFerrireduktasensindgrößtenteilszytoplasmatischlokalisiert,wasmitder
LokalisationvonHIFunddemBildungsortvon
•OH-RadikalenunterNormoxie überein-
stimmt(Liu,Berchner-Pfannschmidt etal. 2004).Interessantw ä reeineweitereUnter-
suchungdergenauenzellulärenLokalisationderFerrireduktasen,daeineKo-Lokalisation
miteinemROS-produzierendenEnzymwiederNADPH-Oxidasezueinerweiteren
Erkenntnis überdenFunktionsmechanismusf ü hrenk ö nnte.AuchdieUntersuchungeiner
Ko-LokalisationmitHIFoderdenPHDsw ä reinteressantundwurdeauchangestrebt,
allerdingswardiesaustechnischenGründennichtm ö glich.
DiebiologischeBedeutungderFerrireduktasenzeigtsichindenErgebnissennacheiner
Überexpressionundeinem knockdown. EineerhöhteExpressionderFerrireduktasenf ü hrt
zueinemAnstieganzweiwertigemEisen,wasvermutlicheineAktivierungder
Prolylhydroxylasenmitsichbringt.Dadurchk ö nnteeszueinerverstärkten
HydroxylierungvonHIFkommen,wasdenAbbaudesProteinsunterHypoxieundsomit
auchdieverringerteExpressionvonHIF-TargetgenensowiedenR ü ckganginderHRE-
Reporter-Aktivitäterklärenw ü rde. Ein knockdown derFerrireduktasenf ü hrtvermutlichzu
einerAkkumulationvonunlöslichemFe
3+,dasnichtmehrreduziertwird(dieskonnte
bisheraufgrundderhohenbenötigtenZellzahlf ü reineEisenbestimmungnochnicht
experimentellverifiziertwerden).EineVerminderunginderVerfügbarkeitvon
zweiwertigemEisenf ü hrtzueinerInaktivierungderProlylhydroxylasen.Dadurchwird
HIFnichtmehrabgebaut,sondernauchunterNormoxiestabilisiert.Derstark
destabilisierendeEffektvon H2O2 istnacheinem knockdown vonCytb561undCyAsc3
aufgehoben,wasdieAnnahme,dassdieFerrireduktasendiesen „ROS-Effekt“ vermitteln,
unterstützt.
AufgrundunsererErgebnisseergibtsichfolgendesArbeitsmodell:DurchdieZugabevon
ROSwirdzumeinenderFe
3+-GehaltindenZellenerhöhtundzumanderenwerdendie
Ferrireduktasenaktiviert.DiesereduzierendanninAbhängigkeitvonAscorbatdasEisen
zuseinerzweiwertigenForm.Fe
2+ aktiviertdanndieProlylhydroxylasen,dievermehrt
HIFhydroxylierenunddamitdestabilisieren.AusdiesemGrundisteineInhibitionder4Diskussion
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ProlylhydroxylasendurchZugabeeines2-Oxoglutarat-AnalogonsnichtdurchROS
reversibel. EineChelierungvonzweiwertigem Eisenf ü hrtebenfallszueinerInhibitionder
Fe
2+-abhängigenProlylhydroxylasen.
DieSauerstoffradikalek ö nntendabeiverschiedeneaktivierendeMechanismenvermitteln:
FüreinedirekteAktivierungderFerrireduktasendurchdieErhöhungdesFe
3+-Gehaltes
sprechendieStudienvonMcKie,Barrow etal. (2001)undTuri,Wang etal. (2006),die
eineeisenabhängigeHochregulationzeigenkonnten.Darüberhinausk ö nnteessichauch
umeineBereitstellungderbenötigtenReduktionsäquivalentedurchROShandeln:InHBE-
Zellen ( humanbronchialepithelial)wurdebeispielsweisegezeigt,dassSuperoxid-
AnioneneinewichtigeRolleinderEisenreduktionspielen.DieReduktionvon
dreiwertigemEisenwirdindiesenZellendurcheineAktivierungderSuperoxid-Dismutase
inhibiert(Ghio,Nozik-Grayck etal. 2003).Auchf ü rDcytbimLungenepithelwird O2
-als
Reduktionsäquivalentdiskutiert(Turi,Wang etal. 2006).AucheinedirekteModifikation
vonEnzymendurchROSistbeschrieben:SowirddieStrukturderProtein-Tyrosin-
Phosphatase1Bdurch H 2O 2 reversibelmodifiziertunddadurchihreAktivitätmoduliert
(Salmeen,Andersen etal. 2003;vanMontfort,Congreve etal. 2003).EineaktuelleArbeit
zeigteineRegulationvonPerRdurch H2O2-Gabe. H2O2induzierthierdieOxidationvon
Histidin-Resten,wodurchdieAktivitätdes Transkriptionsfaktorsmodifiziertwird(Leeund
Helmann2006).VondenNADPH-OxidasenproduzierteROSregulierendarüberhinaus
verschiedenePhosphatasen(Meng,Fukada etal. 2002;Furst,Brueckl etal. 2005).
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Einkombinierter Knockdown vonmehrerenFerrireduktasenf ü hrtezustarkerhöhtem
ZelltodinderKultur(nichtgezeigt).Diesk ö nntedaranliegen,dassEisennebenderRolle,
dieesbeiderHydroxylierungvonHIFspielt,auchwichtigbeimElektronentransport,der
Zellatmung,ProliferationundDifferenzierungsowiederRegulationderGenexpression
undderDNA-Syntheseist,alsoeinewichtigeFunktioninvielenessentiellenVorgängenin
derZellehat.EinUngleichgewichtimEisenstoffwechselkannsomitweitreichende
Folgenhaben.Darüberhinausk ö nnteeinestarkeErhöhungderHIF-Aktivitätdurchden
knockdown aberauchzueinerInduktionvonTargetgenen,diesichnegativaufdas
Zellwachstumauswirken,f ü hren.SoistnacheinerStabilisierungvonHIFdieInduktion
vonApoptosedurchdieAktivierungvon p53 (Carmeliet,Dor etal. 1998;Metcalfe,Weeds
etal. 1999)oderpro-apoptotischenMitgliedernder bcl-2-Familiewie BNIX oder BNIP-3
beschrieben(Review:GreijerundvanderWall2004).HIF-1 -bzw.HIF-2 -Über-
expressioninTumorenf ü hrtebenfallszueinerWachstumsverlangsamung(Blancher,
Moore etal. 2000;Acker,Diez-Juan etal. 2005).
VermutlichbildendieuntersuchtenEnzymeeinredundantesSystem,umdieAufrecht-
erhaltungdesEisenhaushaltesderZellensicherzustellen.DieRegulationk ö nntedarüber
hinaus übereinenFeedback-Mechanismusreguliertwerden,daeinigeHIF-Targetgeneeine
RolleimzellulärenEisenstoffwechselspielen,wiebeispielsweiseTfR1(LokundPonka
1999), TransferrinundHemeOxigenase-1(HOX-1)(Richardson2005).DieInhibitiondes
Transferrinrezeptorsf ü hrtzueinerInhibitionderPHDsunddamitzueinerHochregulation
vonHIFinTumorzellen.EineBehandlungmitAscorbatf ü hrtezueinerReduktionvon
HIFindenbehandeltenZellen.(Jones,Trowbridge etal. 2006).Auchhierk ö nnteeine
Ascorbat-vermittelteReduktionderFerrireduktaseneineRollespielen.Esgibtalso
mehrerevernetzteregulativeFeedback-Mechanismen,diedenEisengehaltderZellenund
dieExpressionvonHIFundHIF-Targetgenenwechselseitigkontrollieren.Auchdie
beobachteteRepressionderExpressioneinigerFerrireduktasenunterHypoxiesprichtf ü r
einenEinflussderRegulationderHIF-Stabilität.
InderFamiliederFerrireduktasenwurdealsoeinneuerRegulationsmechanismus
identifiziert,dervonzentralerBedeutungf ü rdie O2-SensorikinZellenseink ö nnteundder
dieVerbindungherstelltzwischendemRedox-ZustandderZelle,derSauerstoffradikal-
vermitteltenRegulationvonHIF, EisenunddenProlylhydroxylasen.4Diskussion
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4.7DasTet-SysteminG55TL-Glioblastomzellen
HIFspielteinewichtigeRollebeiTumorwachstum,ProgressionundMetastasierung.
DieseAspektemachenHIFzueineminteressantenZielf ü rdieTumortherapie.Mittels
einesinduzierbarenSystemssollteinGlioblastomzellendieHIF-Expressionmoduliert
werdenunddiedarausresultierendenAuswirkungenaufdieExpressionHIF-regulierter
Geneuntersuchtwerden.DesWeiterensolltederEinflussaufdasZell-bzw.Tumor-
wachstum,dasdurchdieseGenebeeinflusstwird,analysiertwerden.DazuwurdenHIF-
1 ,HIF-2 undeineHIF-dominant-negative(HIF-dn)Mutante,dersowohlbeideTrans-
aktivierungsdomänenalsauchdieDNA-Bindungsdomänefehlt,ineinemTetracyclin-
induzierbarenSystem(Tet-ON-System)indieZelleneingebracht.DasTet-ON-System
beruhtdarauf,dassderPromotorerstnachZugabedesTetracyclin-AnalogonsDoxycyclin
aktiviertunddamitdieExpressiondesnachfolgendenGensinduziertwird;inAbwesenheit
vonDoxycyclinistderPromotorinaktiv(GossenundBujard1992).DasZieldieser
Versuchewar,dassnachDoxycyclin-GabeHIF-1 bzw.HIF-2 unabhängigvom
umgebenden O 2 -Partialdruck,d.h.auchunternormoxischenBedingungenstabilisiert
werdenkannunddadurchdieExpressionvonHIF-Targetgenenwiez.B.VEGFansteigt.
DurchdieInduktiondesHIF-dominant-negativenKonstruktsdagegensollte über
kompetitiveBlockierungderHIF-FunktioneinereduzierteExpressionvonHIF-
TargetgenensowohlunterNormoxiealsauchHypoxiezubeobachtensein.
NachderTransfektionmitdemRegulator-PlasmidpTet-ONsowiedenResponse-
PlasmidenmitdenbeschriebenenKonstrukten(pTREhygro-HIF)konnteinden
verwendetenG55TL-ZelleneinedeutlicheInduzierbarkeitderTet-reguliertenTransgene
erreichtwerden.DieseInduktionderTranskriptionderTransgenenachDoxycyclin-
Behandlungf ü hrteabernichtzueinerInduktionaufProteinebene,sondernimGegenteil
sogarzueinemAbbauvonendogenemHIFauchunterHypoxie.Diebeobachtete
SensibilitätderZellenistdosisabhängig,wiemitHilfevonWesternBlotsundeinem
Luciferase-Reporter-Assaygezeigtwerdenkonnte.EskonntejedochkeineDoxycyclin-
Konzentrationbestimmtwerden,dieeinerseitszueinerstabilenundausreichendhohen
InduktionderTransgen-Expressionf ü hrte,andererseitsabernichtzueinemAbbaudes
Proteins.DieVermutung,dassdasphotosensitiveDoxycyclindurchLichteinstrahlung
zerfallenk ö nnteunddabeiRadikalegebildetwerdenk ö nnten,sodassessichumeinen
Radikal-vermitteltenAbbauvonHIFhandelnw ü rde,bestätigtesichebenfallsnicht,denn
eineVersuchsdurchführunginabgedunkeltenR ä umenf ü hrtezukeinerVeränderungder4Diskussion
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Ergebnisse.AucheineniedrigdosierteZugabedesRadikalscavengersDMSOodereine
InhibitionderProlylhydroxylasendurchEisenchelatorenbrachtekeineausreichende
VerbesserunginderHIF-Stabilitätmit sich.
Dadas Tet-ON-Systemeinetabliertesundinder Literaturh ä ufigbeschriebenesSystemist,
istdieswohldurcheinesehrhoheSensitivitätdervonunsverwendetenGlioblastom-Linie
gegenüberDoxycyclinzuerklären.Einem ö glicheErklärungf ü rdiebeobachtetenEffekte
aufdieuntersuchtenProteinew ä re,dassDoxycyclin,einAntibiotikum,das übereine
HemmungderAnlagerungderAminoacyl-tRNAandie70S-ribosomalenUntereinheitdie
TranslationinBakterieninhibiert(Schlegel1992) übereinen ähnlichenMechanismusauch
ineukaryotischenZellenwirkt.Dader TranslationsapparatinEukaryontenaber überkeine
70S-UEverfügt,istdiesnichtsehrwahrscheinlich.TrotzdemscheintdasAntibiotikum
eineWirkungauchimeukaryotischenOrganismuszuhaben,daesbeiverschiedenen
Erkrankungen,diekeinebakterielleUrsachehaben,eingesetztwird(Malaria-Prophylaxe,
rheumatoideArthritis).InderLiteraturwirdeinevielfältigeinhibitorischeWirkung
beschrieben.SoistbeispielsweiseeineHemmungderMMP-Syntheseund-Aktivität
(Smith,Mickler etal. 1999;Vieillard-Baron,Frisdal etal. 2000;Ryan,Usman etal. 2001)
undderIL-1-Synthese(Solomon,Rosenblatt etal. 2000),eineInhibitionderaktivierten T-
Zell-Funktion(Kuzin,Snyder etal. 2001)undderNO-SynthesedurchMakrophagen
(Amin,Patel etal. 1997)bekannt.DergenaueWirkmechanismusistbishernicht
beschrieben.DajedochdiebakteriellenRibosomenimAufbaudenendereukaryoten
Mitochondrien ähneln,k ö nntedieseinm ö glicherWirkungsortsein.
InteressanterweisewirktDoxycyclinh ä ufigineinemKontextinhibitorisch,indemauch
HypoxieundHIFeineRollespielen:RheumatoideArthritis,eineErkrankungzuderen
BehandlungDoxycyclineingesetztwird,gehtmithypoxischenZuständenimGewebe
einher.AucheinigederMatrix-Metalloproteinasen(MMPs)sindhypoxieregulierbaroder
sogaralsHIF-Targetgenebeschrieben(Petrella,Lohi etal. 2005).Hierk ö nnteesalso
einenZusammenhanggeben.DermolekulareMechanismusistjedochungeklärt.
Einem ö glicheAlternative,umdiegeplantenUntersuchungenzurRollevonHIF-Target-
genenundzumTumorwachstumweiterführenzuk ö nnen,istdieEtablierungeinesTet-
OFF-Systems,d.h.einesSystems,indemdieTransgenedurchWeglassenvonDoxycyclin
induziertwerden.Hierw ü rdediebeobachtetehemmendeWirkungalsodengewünschten
Effektsogarnochverstärken.IndenletztenMonatenwurdebegonnen,indie4Diskussion
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beschriebenenZelllinienmiteinemTet-OFF-Regulator-Plasmidstabilzutransfizierenund
dieKlonezutesten,ummitHilfediesesSystemsunsereUntersuchungenfortführenzu
können.DiebisheranalysiertenTet-OFF-pTREhygro-HIF-1 -Klonezeigeneinehoheund
stabileExpressiondesTransgenssowohlaufRNA-alsauchaufProteinebeneundsind
somitgutgeeignet,ummitihnenweiterzuarbeiten.1005Zusammenfassung
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5Zusammenfassung
Hypoxieentsteht,wenndasSauerstoffangebotbzw.dieSauerstoffversorgungunterein
Niveausinkt,dasbenötigtwird,umphysiologische O2-DrückedesbetreffendenGewebes
aufrechtzuerhalten.SinktderSauerstoff-Partialdruck,sowerdenadaptiveMechanismen
aktiviert.NebenderAnpassungdurchdaskardiovaskuläreSystemwerdenauch
verschiedeneGeneaktiviert.DieForschungderletztenJahrehatgezeigt,dassHypoxie-
induzierteGenexpressioninsbesonderevonzweiTranskriptionsfaktoren,HIF ( hypoxia
induciblefactor)-1 und-2 ,gesteuertwird.Mankennt über70Gene,dievonHIF
transaktiviertwerden.DabeihandeltessichumModulatorenvonAngiogeneseund
Vasodilatation,ErythropoesesowiederUmstellungdesStoffwechselsvonoxidativer
PhosphorylierungaufGlykolyse.
DieHypoxie-induzierbareGenexpressionwirdsowohl übereineSteigerungderTrans-
aktivierungsaktivitätalsauchderProteinmengederHIF- -Untereinheitenreguliert.Die
RegulationderHIF-Proteinmengeerfolgt übereinevom O 2 -Partialdruckabhängige
Stabilisierungder -UntereinheitdesProteins.UnternormoxischenBedingungenwirddas
ProteindurchdieProlylhydroxylasen(PHD) O2-abhängighydroxyliert,pVHL-vermittelt
(VHL=vonHippel-Lindau),ubiquitiniertundproteosomalabgebaut.Unterhypoxischen
BedingungendagegenwirddasProteinstabilisiert,akkumuliertimZellkernundbindetan
einespezifische Zielsequenz,dasHypoxia-responsiveelementoderHRE,imPromotorvon
Hypoxie-aktiviertenGenen.
DiePHDsgehörenzueinerFamilievonEisen-und2-Oxoglutarat-abhängigen
Dioxygenasen.NebendiesenFaktorenwirdeineRegulationvonHIFdurch
Sauerstoffradikale(ROS, reactiveoxygenspecies)inderLiteratursehrkontrovers
diskutiert,dadieWirkungvonROSaufHIFsichunterNormoxie,Hypoxieoderdem
EinflussvonWachstumsfaktorenunterscheidet.ImRahmendieserArbeitsolltedieFrage,
welcheRollediePHDsbeiderROS-vermitteltenHIF-Regulationspielen,beantwortet
werden.DerzugrundeliegendeMechanismuswurdeanhandvonGlioblastom-Zelllinien
untersucht.DievorliegendeArbeitzeigteineStabilisierungvonHIFnachVerringerung
derROS-KonzentrationunterNormoxie.EineErhöhungderROS-Konzentrationf ü hrt
dagegenzueinerdosisabhängigenVerminderungvonHIFundderHIF-Targetgen-
Expression.EskonnteeinedirekteAbhängigkeitderDestabilisierungvonVHLundden
Prolylhydroxylasengezeigtwerden,dasowohleineVHL-DefizienzalsaucheineMutation
derProlylresteodereineInhibitionderPHDszueinerAufhebungdes Effektsf ü hren. Eine5Zusammenfassung
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vergleichbaredestabilisierendeWirkungaufHIF übtAscorbataus. Überraschenderweise
führtsowohldieZugabevon H2O2 mitseineroxidativenWirkungalsauchdieZugabedes
ReduktionsmittelsAscorbatzueinerErhöhungdesintrazellulärenFe
2+-Gehaltes.Dieser
BefundkanndurcheineAktivierungvonEnzymenmiteisenreduzierendenEigenschaften
erklärtwerden.ImRahmendieserArbeitwurdedieProteinfamiliederFerrireduktasen
(FR)identifiziertundf ü nfEnzyme,dieeineHomologiezurcytb561-Domäneaufweisen,
kloniert.EinedetaillierteCharakterisierungzeigte,dassdieEnzymetatsächlicheine
eisenreduzierendeAktivitätaufweisen,diedurchdieexogeneZugabevonROSnoch
erhöhtwird.Eine ÜberexpressionderFRf ü hrtzueinemerhöhtenAbbauvonHIF.Ein
knockdownmittelssiRNAf ü hrtdagegenzueinerAkkumulationvonHIFunddie
destabilisierendeWirkungvonROSistnacheinemknockdownderFRdeutlichreduziert.
AufgrundderindieserDoktorarbeitgezeigtenDatenkannfolgendesModellaufgestellt
werden:DieprimäreoxidativeWirkungvonROSf ü hrtvermutlichzueinerAktivierung
derFerrireduktasen,dieinAbhängigkeitvonAscorbatdannvermehrtEisenreduzieren,so
dassdiesdenPHDsalsSubstratzurVerfügungsteht.DerregulierendeEinflussaufHIF
wirdsomitvermutlich übereineerhöhteAktivitätderProlylhydroxylasendurcheine
ErhöhungdesintrazellulärenFe
2+-Gehaltesvermittelt.DieerhobenenDatendeutenan,
dassdieFamiliederFerrireduktaseneinzentralesBindegliedim O2-Sensing darstellt,das
inAbhängigkeitvonRedox-SignalenhomeostatischeAntwortenaufHypoxiemoduliert.6Literaturverzeichnis
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ATP Adenosintriphosphat
APS Ammoniumpersulfat
ARD Arrest-defective1Protein
ARNT arylhydrocarbonreceptornucleartranslocator
CyAsc3 Ascorbat-abhängigesCytochrom3
bp Basenpaare
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kDa kiloDalton
LDH Lactatedehydrogenase
mRNA messengerribonucleicacid
NMPG N-(2-Mercaptopropionyl)glycin
NADPH Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat
NTA Nitrilotriaceticacid
ODD oxygendependentdegradation
PAS PER,ARNTundSIM
PBS phosphatebufferedsaline
PI3K Phosphatidylinosittriphosphat
PCR polymerasechainreaction =Polymerasekettenreaktion
PHD Prolyl-4-hydroxylase
ROS reactiveoxygenspecies=reaktiveSauerstoffradikale
RT-PCR reverse Transkriptions-PCR
RNA Ribonucleicacid
TRE Tetresponsiveelement
TEMED Tetramethylethylendiamine
TAD Transaktivierungsdomäne
tRNA transfer Ribonucleicacid
VEGF vascularendothelialgrowthfactor
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FamilieWennerundinsbesonderebeimeinemMannBirger,ohnedenichniehier
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